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Uber die schidigende Wirkung der Kohlensiure auf rote 
Blutkérperchen. 
Von 


W. Patzschke. 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Hamburg [Allgemeines Krankenhaus 
Hamburg-Eppendorf].) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, November 1919.) 


Es ist eine bekannte Tatsache, dafi gewisse Gifte im 
Kérper sich anders verhalten, als man es nach ihrer Kinwir- 
kung auf Blutkiérperchen im Experiment erwarten sollte. Hine 
Verstiirkung von hiimolytischen und methimoglobinbildenden 
Giften erzielf man zuweilen durch die Kohlensiiure. So fand 
v. Mering bei Untersuchungen der Wirkung des chlorsauren 
Kali, dafi mit Kohlensiure gesiittigtes Blut viel rascher und 
stiirker Methimoglobin bildet, als arterielles. Dies gilt aber 
nicht nur fiir das chlorsaure Kali, sondern fiir fast alle met- 
himoglobinbildenden Gifte. Nach Kobert unterscheidet man 
als Methaimoglobinbildner: Salze, oxydierende, reduzierende 
Substanzen und solche, die in keine der genannten Gruppen 
passen. Da aber die Salze sowohl reduzieren als auch oxy- 
dieren und bei der Methimoglobinbildung der Reduktion stets 
eine Oxydation folgt, so ist es praktischer, sie einzuteilen in 
anorganische und organische Methimoglobinbildner, denen eine 
primire Oxydation und eine nach erfolgter Reduktion statt- 
findende Aktivierung des aufgenommenen Sauerstoffs gemein- 
sam ist. 


A. Anorganische Methimoglobinbildner. 


Untersucht wurde zunichst das chlorsaure Kali, das nach 


der von uns gewahlten Versuchsanordnung in bei weitem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CIX. { 


) 
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stirkeren Mafie wirkt, als man nach den v. Meringschen 
Resultaten erwarten sollte. 


Versuchsanordnung: 


-Verwendet wurde defibriniertes Menschenblut in 5°/, Auf- 
schwemmung, das nicht ilter als 2 Tage war. Zu 1,0 ccm 
dieser Blutaufschwemmung wurden von einer bestimmten 
Lésung fallende Mengen (1,0 bis 0,1 ccm) hinzugefiigt. Die 
Kohlenséure wurde aus dem Kippschen Apparat vor Zusatz 
der Salzlésungen nicht linger als 5 Sekunden vorsichtig ein- 
geleitet, die Versuchsreihen im Brutschrank bis zu 6 Stunden 
beobachtet. Die Blutveriinderungen waren so, dafi schon 
makroskopisch Methimoglobinbildung festzustellen war. Dies 
geschah aufierdem noch spektroskopisch. 


Ia. 5°/, Blut 5%/, KCIO, 
10+ 1,0 = 
1,0 + 0,5 
10 + 038 
1D 
Nach Verlauf von 2 Stunden ist das Blut bis zum 3. Réhrehen 
dunkelbraun gefarbt, im 4. Réhrchen (0,1 cem) eine Spur briiun- 
lich. Spektroskopisch Methimoglobin nachweisbar. Bei Zimmer- 
temperatur war nach 4 Stunden noch keine Verinderung ein- 
getreten. 


nach 30 Minuten unverindert, 


1b. 5%, CO, Blut 5°/, KCIO, 
1,0 + 1,0 = nach 5 Minuten Braunfirbung 
ip +05 = , & 
10 + 03=> , 5 
1,0 -+ 0,1 = Braunfirbung abnehmend. 
Nach 30 Minuten kaffeebraune Farbung. Methimoglobir 
spektroskopisch stark positiv. 
2a. 5°/, Blut 1°/, KCLO, 
10+ 10 
10 + 05 = 
10 + 03 = 
10 + 01 = . 
Nach 4 Stunden bis zum 3. Réhrchen rétlichbraune Ver- 
farbung, nach weiteren 2 Stunden keine Verinderung mehr. 
Im 4. Réhrchen auch spektroskopisch Methimoglobin negativ. 


nach 2 Stunden unverindert. 
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2b. 5%, CO, Blut 1°/, KCIO, 
1,0 -+ 1,0 = nach 10 Minuten briunlich 
1,0 + 0,3 = schwach briunlich 


Nach 30 Minuten kaffeebraune Fiarbung, nach unten zu 
mehr kastanienbraun. Nach 2 Stunden griinlichschwarze Ver- 
fiarbung in allen Réhrchen. Nach 4 Stunden hat sich ein fest- 
haftender Bodensatz von zusammengebackenen Blutkérperchen 
gebildet bis zum 3. Réhrchen. Methimoglobin und Hamatin +-+-. 


3a. Versetzt man arterielles Blut mit einer 1 °/,, igen K C10,- 
Lésung, so gelingt es nach 6stiindigem Aufenthalt der Réhrchen 
im Brutschrank nicht, eine Methimoglobinbildung zu erzielen, 
dagegen mit venésem Blut in kurzer Zeit: 


8b. 5°/, Blut 1%, KCIO, 


10+ 10 = nach 30 Minuten kastanien- 
1,0 + 05 = } braune Farbung 

10 -+ 03 = 

unveriindert. 


Nach 2 Stunden kaffeebraune bis rotbraune Firbung. 0,1 
ist unveriindert. Nach 6 Stunden ist beim 1. und 2. Réhrchen 
der Bodensatz fest agglutiniert, das 3. Réhrchen dunkelbraun, 
das 4. Réhrchen Spur briunlich. 

Die Kohlensiure-Blut-Kontrollen waren auch bei 2maligem 
Kinleiten von Kohlensiiure (5 Sekunden lang) nach 6stiindigem 
Aufenthalt im Brutschrank negativ auf Methimoglobin. 

Bei Einwirkung auf eine nicht weiter behandelte, d. h. 
wesentlich Oxyhimoglobin enthaltende Blutaufschwemmung 
bildet also im Brutschrank eine 1°/,ige Kalichloricum-Lisung 
(bis 0,1 ecm herab) erst nach 4 Stunden Methimoglobin, wihrend 
dies mit kohlensiurehaltigem Blut bereits nach 10 Minuten 
geschieht. In diesen Réhrchen setzt sich oft schon nach 
2—3 Stunden eine siegellackférmige Kuppe von zusammen- 
geballten Blutkérperchen so fest ab, daf} es auch bei starkem 
Schiitteln nicht gelingt, sie wieder zu lésen. Dariiber befindet 
sich eine klare Schicht des verdiinnten Serums, in der nicht 
nur Methimoglobin, sondern auch Himatin spektroskopisch 
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nachweisbar ist. Durch Zusatz einer 1°/,,igen Lésung von Kali- 
chloricum wird arterielles Blut nicht mehr verindert. Dagegen 
tritt bei kohlensiiurehaltigem Blut spiitestens nach einer halben 
Stunde eine mehr oder minder starke Methiimoglobinbildung ein. 

Vergleichende Betrachtungen fiihren zu dem Ergebnis, 
dali durch die Kohlensiure etwa eine Verstiirkung um das 
50—100fache stattfindet. Wiederholtes Einleiten von Kohlen- 
siiure beschleunigt den Ablauf der Reaktion erheblich. 


Kinfluf der Temperatur. 


Stellt man die Réhrchen bei héheren Temperaturen auf, 
so erzielt man nach Zusatz von chlorsaurem Kali eine Be- 
schleunigung’), keine Verstiirkung selbst. Es ist bemerkens- 
wert, dafi schon durch Erhéhung um wenige Grade ein bedeu- 
tender Unterschied konstatiert werden kann. Untersucht wurde 
bei 20°, 36° und 42°C. Die Fliissigkeiten waren vorgewirmt. 
Dabei ergaben sich folgende Unterschiede: 


42° CO, Blut KCIO, 
1.0 -- 1,0 = Braunfirbung nach 2 Minuten 


10 + 0,5 = » 

1,0 + 03 = ~ 

16 + = , 10-15 Minuten 
37° CO, Blut 1°/, KCI1O, 

1,0 + 1,0 = Braunfirbungnach 10-15 Minuten 

10 + 05 = 

10 + 03 = Y 

10 + 0,1 = 
20° CO, Blut 1°/, KCIO, 

1,0 -+- 1,0 = Braunfirbungnach 25--30 Minuten 

10 + 03 = 

10+ 01 = . . 45 Minuten. 


Bei 42° tritt bei grofien Dosen von Kalichloricum eine 
Methimoglobinbildung fast sofort ein, im Brutschrank bei 37° 


1) Unter Verstirkung verstehe ich den Einfiufi der Erscheinungen 
bei Herabsetzung der wirksamen Dosis. unter Beschleunigung nur den 
rascheren EKintritt. 
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nach 10—15 Minuten. Ahnliche Resultate wie mit dem chlor- 
sauren Kali erhailt man auch mit dem ebenfalls gepriiften 
chlorsauren Natrium. 


Versuche mit Natriumnitrit, 


Das Natriumnitrit, das nach Ansicht der modernen Chemie 
inaktiven Sauerstoff an sich reift und ihn aktiv wieder ab- 
gibt, gehért zu der zweiten methimoglobinbildenden Gruppe. 
bei der nach stattgefundener Reduktion eine Oxydation erfolgt. 
Wenn auch praktisch ohne besondere Bedeutung, so fiihre ich 
es mit an, weil es die Verstiérkung der Methimoglobinbildungen 
durch Kohlensiiure in fast noch schénerer Weise als das chlor- 
saure Kali zeigt. Ein Protokoll mége dies kurz erliutern. 


5°/, Blut NaNO, 1:10000 


1,0 + 1,0 = nach 1 Stunde Spur briiunlich, nach 6 Stunden braunrot 
1,0 + 0,5 = schwach briiunlich 
5\°/, CO, Blut NaNO, 1: 10000 
1,0 -- 0,1 — nach 1—3 Minuten kaffeebraun 
10 -+ .  braunrot. 


Arterielles Blut weist erst nach 6 Stunden eine Ver- 
inderung beim 1. Réhrchen (schwach braunrote Fiirbung) auf. 
Mit venésem Blut findet bei derselben Dosierung eine Braun- 
firbung der Blutkérperchen schon nach 3—5 Minuten bis zum 
4. Réhrchen herab statt. Selbst bei einer Verdiinnung 1: 100000 
ist mit vendsem-Blut Methimoglobin nach einer halben Stunde 
bis zum 2. Réhrehen nachweishar (Zusatz von 0,5 ccm). Ahn- 
lich verhalt sich Kaliumnitrit. 


B. Organische Methimoglobinbildner. 


Viel geringer ist die Wirkung der Kohlensiure bei der 
Methimoglobinbildung durch Pyrogallussiure. Hier tritt bei 
Verwendung einer 1°/,- oder 1°/,,igen Lésung von Pyrogallol 
auf venéses Blut die Braunfiirbung nur mehrere Minuten friiher 


6 W. Patzschke, 


ein. Kine Verstiirkung findet nur um einige Réhrchen statt. 
Interessanter sind in vieler Hinsicht die Versuche mit Anilin 
und Nitrobenzol. Verwendet man eine 2'/,°/,ige Lésung in 


 physiologischer Kochsalzlésung, so zeigt sich bei kohlensiure- 


haltigem Blute eine langsam eintretende Himolyse, die nach 
‘/-—1 Stunde total ist, bis zu Dosen von 0,3 ccm herab, bei 
der Kontrolle ohne Kohlensiiure dagegen eine Nachlésung erst 
nach 4—6 Stunden. 

Ganz andere Resultate bekommen wir jedoch, wenn wir 
eine 1°/,ige Lésung von Anilin aufs Blut einwirken lassen: 


5°/, Blut 1°/, Anilin 


10 + 1,0 = 

10+ 05 = : 

h 12 rt. 

10 -+ 08 = nach 12 Stunden unveriindert 

10 + 0,1 = 

CO, Blut 5°/, 1°, Anilin 

1,0 + 1,0 = ) nach 2—4 Stunden nach 2—3 maligem 
1,0 +- 0,5 = | Einleiten von CO, eine Braunfirbung. 
1,0 +- 0,3 — | Spektroskopisch Methimoglobin+ +. 
LD) + 01 = Kontrolle 0. 


Sauerstoffhaltiges Blut ist nach 12 Stunden vollkommen 
unveriindert, das kohlensiurehaltige hat Methaimoglobin bis 
0,1 cem herab gebildet. Ahnlich verhiilt sich Nitrobenzol, das 
in physiologischer Kochsalzlésung fast unlislich ist. Kine 
1°/,ige Emulsion von Nitrobenzol in Kochsalzliésung list venéses 
Blut nach !/,—1 Stunde, arterielles Blut nach ungefihr 6 Stunden 
bis zu Dosen von 0,5 cem herab. Die 1°/,,ige Emulsion ver- 
wandelt die sauerstoffhaltigen Blutkérperchen nicht, wiihrend 
es mit venésem Blut nach 10—12 Stunden gelingt, eine Met- 
himoglobinbildung bis 0,1 cem herab zu erzielen, ja sogar 
noch bei einer Verdiinnung von 1: 10000 bis 0,5 ccm herab. 
Die Kohlensiurekontrollen ohne Nitrobenzolzusatz waren natiir- 
lich negativ. 

5°), Blut Nitrobenzol 1°/,, 


10+ 1,0 
1,0 + 0,5 = | nach 12 Stunden keine Veriinderung. 
1,0 + 0,3 = | Methimoglobin spektroskopisch 0. 


b 
G 


d 
| 
| 
| re 
| | 
u 
| 
| 
| 
| 
| 
: | 10 + 01 = 


Uber die schidigende Wirkung der Kohlensiiure usw. 7 


CO, Blut 5°, Nitrobenzol 1°/, 


10 + 10 = 
1,0 + 0,5 = | nach12Stunden kaffeebraune Farbung, 
1,0 + 0,38 = | Spektroskopisch Methimoglobin ++. 
10 + 01 = 


Ebensowenig wie beim Anilin ist es beim Nitrobenzol 
bisher gelungen, im Reagenzglas an Menschen-Blutkérperchen 
ohne CO, eine Methimoglobinbildung hervorzurufen. Diese 
Versuche machen es wahrscheinlich, daf} bei Einwirkung dieser 
Gifte im Organismus die Kohlensiure eine Umwandlung in 
Methiimoglobin bedingt, das dann weiter zu Himatin ab- 
gebaut wird. 

Erklirung der Kohlensiurewirkung, 

Der Gedanke liegt nahe, anzunehmen, dal es sich bei 
der Kohlensiiurewirkung um eine einfache Wirkung der Siure 
handle. Dann miiften aber so geringe Mengen von Siuren, 
die an sich keine Verinderungen an Blutkérperchen hervor- 
rufen, eine iihnliche Verstiirkung machen, wie die mit Kohlen- 
siiure beladenen Blutkérperchen bei Zusatz von methiimoglobin- 
bildenden Giften. Das ist aber nicht der Fall. Mehr Aufschluf 
scheinen uns die physiologisch-chemischen Arbeiten von Ham- 
burger, Héber und anderen zu geben. Sie fanden, dafi die 
roten Blutkérperchen durch Kohlensiure elektrisch umgeladen 
und dadurch fiir bestimmte Anionen durchgingig gemacht 
werden. Wollte man diese Theorie auf obige Versuche an- 
wenden, so wiirde das bedeuten, daf auch Anionen unserer 
Lésungen in die kohlensiurehaltigen Blutkérperchen eindringen 
und Methiimoglobin bilden. Die Versuche, die ich hierauf aus- 
gefiihrt habe, sprechen dafiir, dafi eine lockere Bindung von 
Salzen nur an den mit Kohlensiure beladenen Blutkérperchen 
stattfindet. Blutkérperchen in 5°/,iger Aufschwemmung wurden 
mit gleichen Teilen einer 1°/,,igen Lésung von Kalichloricum 
versetzt und auf 6 Réhrchen zu 20 cem verteilt 1m Brutschrank 
15 Minuten stehen gelassen. Eine 1°/ooige Kalichloricumlésung 
wihlte ich deshalb, weil sie arterielles Blut, wie obige Ver- 
suche dartun, iiberhaupt nicht mehr veriandert, bei venésem 
erst nach 30 Minuten eine beginnende Methimoglobinbildung 


n 
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eintritt. Ich leitete nun in 3 Réhrchen Kohlensiure ein, lies; 
sie 5, 10 und 15 Minuten im Brutschrank einwirken und wusch 
nach dieser Zeit das arterielle sowie das venése Blut dreimai 
mit physiologischer Kochsalzlésung, wodurch also die Kali- 
chloricumlésung durch reine physiologische Kochsalzlésung 
ersetzt wurde. Die jetzt vorgenommene spektroskopische 
Untersuchung ergab noch keinen Methimoglobinstreifen. Jetzt 
leitete ich in alle Réhrchen Kohlensiiure ein mit dem Erfolg, 
daf} nach mehrstiindigem Aufenthalt im Brutschranke in den 
3 zuerst mit Kohlensiure behandelten Réhrchen spektroskopisc): 
Methimoglobin nachweisbar war, in den arteriellen jedoch 
nicht. Nach diesem spiiter wiederholten Versuch, der zu dem- 
selben Ergebnis fiihrte, diirfen wir annehmen, dafi durch dic 
Kohlensiiure eine lJockere Bindung der Salze an den Blut- 
kérperchen stattfindet. 

Es erhob sich nun die weitere Frage, ob die Kohlensiiure 
an den Blutkérperchen oder dem Hiimoglobin selbst Veriinde- 
rungen hervorruft. Zu diesem Zwecke untersuchte ich zuniichst 
mit destilliertem Wasser geléstes Blut. Es verhielt sich gegen- 
iiber chlorsaurem Kali genau so wie Blutkérperchen in physio- 
logischer Aufschwemmung. Aufierdem priifte ich noch Hiimo- 
globinlésungen, die fast ganz von Stroma und Verunreinigunger: 
befreit waren, nach einer Methode von Schulz'). Mehrmals 
gewaschene Menschenblutkérperchen wurden mit der 3facher 
Menge destillierten Wassers geliést und mit der gleichen Menge 
gesiittigter Ammoniumsulfatlésung versetzt. Aus dieser Lisung 
schieden sich nach einiger Zeit Hiimoglobinkristalle aus. Diese 
léste ich wieder und kristallisierte sie zweimal in der gleichen 
Weise durch Zusatz von Ammoniumsulfatlésung um. Dadurcl: 
wird jedenfalls der gréBte Teil des Stromas und anderer Kiweiti- 
stoffe entfernt. Trotzdem fand ich wieder dieselben Resultate, 
d. h. die kohlensiurehaltige Hiaimoglobinlésung bildete nacl 
derselben Zeit wie die kohlensiurehaltige Blutkérperchenaut- 
schwemmung durch Kalichloricum bedingtes Methiimoglobin. 
Diesen Versuch wiederholte ich mit Waschblut, das mit 


) Zitiert aus: Chemie der EiweiSkérper von Prof. Cohnheim 1911, 
St. 357. 
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Uber die schadigende Wirkung der Kohlensiiure usw. 


destilliertem Wasser gelist wurde und das ich in dem Kutscher- 
Steudelschen Ather-Extraktionsapparat iiber 1 Stunde von 
lipoidléslichen Substanzen befreite. Auch hier trat nach Ein- 
leiten von Kohlensiure in die mit 1°/,iger Kalichloricumlésung 
beschickten Réhrchen eine Methimoglobinbildung ein, die dem- 
nach nicht an die Anwesenheit des Stromas gekniipft sein kann. 

Es ist also sehr wahrscheinlich, dafi die Kohlensiiure am 
Himoglobin selbst Verinderungen hervorruft und nicht am 
Stroma der Blutkérperchen, da sich Blutkérperchenaufschwem- 
mungen, gelistes Blut sowie Himoglobinlésungen gleich ver- 
halten. Da iibrigens die Kohlensiure bei der Sauerstoffbindung 
des Blutes eine Rolle spielt, ist schon seit den Arbeiten von 
Barcroft bekannt. Erwihnt sei noch, dal} Kinleiten von 
Wasserstoff oder Stickstoff an Stelle der Kohlensiure zu einer 
Methimoglobinbildung nicht fiihrt, d. h. wir haben es nicht 
mit einem auf Reduktion beruhenden Vorgang zu tun. 

Alle angestellten Versuche zeigen uns, dafi wir in den 
venésen Blutkérperchen labile, gegeniiber gewissen Schiidlich- 
keiten wenig widerstandsfihige Zellen vor uns haben, im Gegen- 
satz zu den sauerstoffhaltigen K6érperchen. 


Verhalten von Kohlensiure und sauerstoffhaltigen roten Blut- 
kérperchen in hypotonischen und isotonischen Lisungen. 


Ich priifte dann noch die Widerstandsfahigkeit der Blut- 
kérperchen in hypotonischen Kochsalzlésungen und fand dabei, 
venéses Blut bei viel héherer Konzentration in Lisung 
geht, als arterielles. So werden in einer 0,6°/, igen Kochsalz- 
lésung Blutkérperchen, in die wir 3 Sekunden Kohlensiure 
eingeleitet hatten, schwach partiell, in einer 0,425°/, igen so- 
fort ganz gelést, wihrend die sauerstofthaltigen Blutkérperchen 
erst bei einer Konzentration unter 0,45°/, eine eben beginnende 
Lésung aufweisen. Mit schwachen Salzsiurelésungen erzielt 
man iibrigens einen ihnlichen Effekt, bei Verwendung einer 
0,5°/,igen Kochsalzlésung. 

Im Tierexperiment fanden wir obige Versuche bestitigt. 
Das aus der Vena jugularis einer Katze entnommene Blut wurde 
m einer 0,7°/,igen Kochsalzlésung partiell gelést, das aus der 
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Art. carotis jedoch nicht. Sauerstoff schiitzt also die Blut- 
kérperchen in hypotonischen Kochsalzlisungen vor einer Auf- 
lésung, die Kohlensiure beférdert sie. Demnach miiSte auch 
in einer physiologischen Aufschwemmung von Blut durch wieder- 
holtes Einleiten von Sauerstoff ein Zugrundegehen der roten 
Blutkérperchen verzégert, durch die Kohlensiiure dagegen ein 
Absterben beschleunigt werden kiénnen. Dieses ist nun tatsiich- 
lich der Fall. Wir stellten, um schneller zum Ziele zu gelangen, 
mit gleichen Teilen physiologischer Kochsalzliésungen versetztes 
defibriniertes Blut in 3 Réhrchen im Wasserbad bei 40°C. auf 
und leiteten in das erste dauernd langsam Sauerstoff, in das 
zweite aus dem Kippschen Apparat Kohlensiure so vorsichtig 
ein, daf} ein Schiumen des Blutes vermieden wurde. Ein 
drittes Réhrchen diente uns als Kontrolle. Nach 8 Stunden 
war bei der mit Kohlensiure gesittigten Aufschwemmung 
bereits eine Hiimolyse eingetreten, Methimoglobin nicht nach- 
weisbar, bei der mit Sauerstoff behandelten dagegen erst nach 
536 Stunden, wihrend die Kontrolle (defibriniertes arterielles 
Blut) nach 24 Stunden schwach hiamolytisch wurde. Diese 
Schutzwirkung des Sauerstoffs gegeniiber Blutkérperchen ist 
auch praktisch zu verwerten, wenn es sich darum handelt, 
Blutaufschwemmungen bei hohen Temperaturen miéglichst lange 
gebrauchsfihig zu erhalten. 

Aus den iibereinstimmenden Resultaten, die wir mit kohlen- 
siurebeladenen Blutkérperchen und Himoglobinlésungen, die 
fast ganz vom Stroma befreit waren, erzielt haben, schlossen 
wir, daf} die Kohlensiure am Hiimoglobin Verinderungen her- 
vorruft. Das Verhalten der mit Kohlensiure behafteten Blut- 
kérperchen in hypotonischen Kochsalzlésungen scheint dem zu 
widersprechen. Um diesen Widerspruch zu lisen, miissen wir 
annehmen, dafi das Himoglobin am Stroma nicht einfach 
mechanisch im Stroma enthalten ist, sondern daf} es mit dem 
Stroma sich in irgend einer chemischen Bindung befindet. 


Zusammenfassung. 


Nach Reagenzglasversuchen verstirkt die Kohlensiiure die 
Wirkung anorganischer methimoglobinbildender Blutgifte um 
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das 50-—-100fache. Héhere Temperaturen beschleunigen den 
Eintritt der Reaktion bedeutend. Beim Anilin und Nitrobenzol 
kénnen wir am menschlichen Blut iiberhaupt erst durch Kin- 
leiten der Kohlensiiure eine Methimoglobinbildung im Reagenz- 
glase beobachten. Diese Versuche machen es wahrscheinlich, 
dafs nur im venésen Kreislauf durch die Kohlensiure gewisse 
Gifte ihre Wirkung entfalten kénnen. Sie geben uns zugleich 
eine Erklirung dafiir, dab schon geringe Mengen dieser Sub- 
stanzen geniigen, um im Kérper Vergiftungserscheinungen her- 
vorzurufen. Die Verstiirkung der Methimoglobinbildung durch 
Kohlensiiure lift sich nicht nur an Blutkérperchenaufschwem- 
mungen, sondern auch an Blutkérperchenlésungen und Hamo- 
globinlisungen, die zum gréfiten Teile vom Stroma befreit 
sind, erzielen. Man kann also annehmen, dab die Kohlensiure 
am Hiimoglobin Veriinderungen hervorruft, durch die eine 
Methimoglobinbildung begiinstigt wird. 

Mit Kohlensiiure beladene Blutkérperchen sind labile, 
Schidlichkeiten leicht zugiingliche Zellen. Sauerstoff dagegeu 
schiitzt, dauernd eingeleitet, die Blutkérperchen ziemlich lange 
Zeit vor dem Untergang. 
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Zur Chemie der Succulenten. 
Von 
Karl Branhofer und Julius Zeliner. 


Der Redaktion zugegangen am 25, November 1919.) 


In einer Mitteilung iiber die chemische Zusammensetzung 
der Blatter von Agave americana‘) hat der eine von uns einige 
Besonderheiten in der chemischen Beschaffenheit dieser Blitter 
hervorgehoben und die Frage diskutiert, ob und inwieweit diese 
Eigenheiten fiir die Succulenten iiberhaupt charakteristisch 
sind. Bei dem Mangel an einschligigen Angaben schien es 
nétig, zur Entscheidung jener Frage neues Versuchsmateria! 
herbeizuschaffen. Zu diesem Zwecke haben wir Succulenten 
aus verschiedenen Pflanzenordnungen zur Untersuchung ge- 
wahlt. Fir die Beschaffung und botanische Bestimmung de- 
Materials sind wir Herrn Dr. Karl Rechinger, Kustos am 
Wiener botanischen Museum, zu grofem Dank verpflichtet. 

Beziiglich der analytischen Methoden wollen wir nur be- 
merken, daf} in der Regel eine. etwa 15 g Trockensubstanz 
entsprechende Menge des lufttrockenen Materiales (frisches 
Material lifit sich schlecht verarbeiten) mit heifiem Wasser 
erschépft wurde. Die Extrakte haben wir auf einen Liter 
gebracht und in aliquoten Teilen dieser Fliissigkeit die lis- 
lichen Stoffe (den Extrakt), die Mineralstoffe (Extraktasche) 
und den reduzierenden Zucker in bekannter Weise bestimmt. 
Zur Ermittlung der schleimartigen Kohlehydrate wurde ein 
aliquoter Teil der obigen Fliissigkeit auf ein Viertel seine: 
Volums eingedampft, dann, um die Fiallung des ipfelsauren 


*) Diese Zeitschrift Bd. 104, 8. 2 (1918). 
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Kalkes zu verhindern, mit etwas Salzsiure und dem gleichen 
Volumen Alkohol oder Aceton versetzt. Der Niederschlag 
wurde erst mit 50°/,igem, dann mit starkem Alkohol ge- 
waschen und gewogen. Die Asche, deren Menge nur klein 
war, wurde in Abzug gebracht. Im Filtrat kann der dpfel- 
saure Kalk durch Zusatz von Ammoniak und Chlorcalcium 
gefallt werden, wobei allerdings auch geringe Mengen anderer 
Saéuren (z. B. Phosphorséure) mit ausfallen. Wir haben diese 
Bestimmung nicht ausgefiihrt. Der mit Wasser erschépfte 
Riickstand wurde mit 11/,°/,iger Salzsiure aufgekocht, mit 
heiiem Wasser gewaschen, getrocknet und gewogen. Aus 
der Differenz des Gewichtes der in Wasser unléslichen und 
der in verdiinnter Salzsiiure unlislichen Stoffe ergibt sich bei- 
liufig der Gehalt an in Wasser unléslichen, durch Salzsaéure 
leicht abbaufaihigen Polysacchariden (Pektinen u. dgl.). Der Stick- 
stoff wurde nach Kjeldahl ermittelt. Es wurden die aus 
nebenstehender Tabelle ersichtlichen Werte erhalten. 


Mit Bezug auf die seinerzeit aufgestellten Punkte lift 
sich nunmehr folgendes sagen: 


1. der Gehalt an in Wasser léslichen Stoffen ist zwar 
sehr verschieden, aber in allen Fallen gréfer wie bei 
normalen griinen Blittern oder Stengeln; 

2. der Gehalt an apfelsaurem Kalk scheint sehr wechselnd 
zu sein, am héchsten bei den Crassulaceen: 

3. die Menge des reduzierenden Zuckers ist zwar meist 

-erheblich, doch fehlte er in einem Falle fast voll- 
stiindig (Opuntia), wobei zu bemerken ist, dali} auch 
kein Rohrzucker nachweisbar war. Ein héherer Zucker- 
gehalt scheint somit eime zwar hiufige, aber nicht 
bestiindige Erscheinung bei Fettpflanzen zu zein; 

4, schleimige und klebrige Kohlehydrate sind verbreitet; 
der Viskositaétsgrad der in den Wassergeweben ent- 
haltenen Sifte ist aber ein sehr verschiedener; so 
ist z. B. der Wassergewebesaft von Opuntia monacantha 
und Aloe vulgaris sehr schleimig und fadenziehend, 
wihrend die Gewebesifte von Euphorbia und den 
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1 Die Gesamtasche betrug 17,84°/,. 
*) Die Gesamtasche betrug 20,92°/). 
3) Die Gesamtasche betrug 21,10°/). 


‘) Enthalt ahnlich wie Agave im Inneren kraftige Faserbiindel. 
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Euphorbia 
Semper- coerulescens 
Telephium als monacantha, (= vulgaris 
Rosetten- von Euphorbia Stammgebilde Lum.) 
Blatter blutter virosa Willd. Blitter 
tter 
betrachtet), 
Stammgebilde 
Wassergehalt — | 92,29%, 96,63, | 94,44%, | 95,599, 
in heiBem Wasser 
lisliche Stoffe 58,27 53,45 37,99 44,11 45,70) 
in Wasser lis- 
liche Mineral- 
stofte 13,89 *) 18,95 7,30 8,293) 6,97 
N 
reduzierender 
4 Zucker 5,83 2,76 8,57 Spur 7,84 
2 
© | in Wasser lis- 
| liche, durch Al- 
| kohol fallbare 
Kohlehydrate 1,37 2,75 3,24 2,68 
durch Salzsiiure 
leicht abbau- 
fahige Kohle- 
hydrate 18,23 18,54 19,97 31,38 *) 20,15 
Stickstoff; nach 
Kjeldahl 1,87 1,76 2,17 2,30 0,82 
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beiden Crassulaceen nur wenig viskos sind. Die Menge 
der durch Salzsiure leicht abbaufihigen Kohlehydrate 
ist nur bei Opuntia ungewdhnlich hoch, was mit den 
alten Angaben Payens’) in Ubereinstimmung steht. 
Das Verhiiltnis von Pektinen, Hemizellulosen und 
thnlichen Stoffen zu den schwer hydrolysierbaren 
Kohlehydraten (der sog. Rohfaser) steht mit der Aus- 
bildung mechanischer Gewebe und der relativen Ent- 
wicklung des Rinden- und Wassergewebes im Zu- 
sammenhang ; 


. die Armut an Stickstoft ist kein allgemein verbreitetes 


Phiinomen und diirfte eine Kigentiimlichkeit der Amary!- 
lideen und Liliaceen sein; die andern untersuchten Fett- 
pflanzen zeigen normalen Stickstoffgehalt; 


. der Kisengehalt ist in allen Fallen niedrig; quantita- 


tive Bestimmungen konnten derzeit — bei dem Mangel 
vollkommen reiner Reagentien — nicht ausgefiihrt 
werden; 


. ein Umstand, der in der friiheren Mitteilung nicht 


geniigend betont war, ist die Armut oder der giinz- 
liche Mangel an Gerbstoff, die bisher in allen Fiéillen 
konstatiert worden sind. — 


*) Compt. rend. 43, 769 (1856). 
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Zur Kenntnis des Hippomelanins. 
Ill. Mitteilung. 


Von 


Otto Riefer und Peter Rona. 


Aus dem pharmakologischen Institut zu Frankfurt a. M. und dem biochemischen 
Laboratorium des Urbankrankenhauses zu Berlin)'), 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Dezember 1919.) 


Vor einer Reihe von Jahren*) beschrieben wir ein Ver- 
fahren zur Spaltung des Hippomelanins, das in der Kinwirkung 
einer 3°/, igen H,O,-Lésung bei Wasserbadtemperatur besteht. 
Wir erhielten so eine klare, gelbe Lisung von saurer Reaktion. 
Dieser wurde durch Destillation mit MgO im Vakuum bei 
45° das gebildete Ammoniak entzogen. Das an Siuren 
gebundene Mg wurde durch Baryt, iiberschiissiges Ba mittels 
H, SO: quantitativ entfernt und die Liésung eingedampft. 
Durch Extraktion des Riickstandes mit absolutem Alkohol er- 
hielten wir schliefilich eine in Alkohol leicht lésliche Fraktion, 
in deren wiisseriger Liésung Pikrinsiiure einen Niederschlag 
von Guanidinpikrat lieferte. Diese Base wurde in mehreren 
Versuchen mit verschiedenen Melaninpriparaten gefunden und 
auch als Platindoppelsalz und als Pikrolonat identifiziert. 
Daneben ergaben sich Anhaltspunkte fiir die Entstehung 
fettsiiureartiger Kérper, insbesondere auch von Oxalsiiure. 


1) Das Manuskript dieser Arbeit war schon im Herbst 1914 beendet. 
Die Veréffentlichung wurde wegen des zum Teil polemischen Inhalts 
wahrend der Kriegszeit zuriickgestellt. Da eine Kliirung der behandelten 
Teilfrage erwiinscht erscheint und eine weitere Fortsetzung der Versuche 
aus duBeren Griinden vorderhand den Verfassern nicht méglich ist, sollen 
die Ergebnisse der Versuche aus dem Jahre 1914 nunmehr niedergelegt 
werden. 

°) Diese Zeitschr. Bd. 57, S, 143 (1908) und Bd. 61, 8. 12 (1909). 
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Die Resultate waren nicht besonders befriedigend, zuma! 
ein erheblicher Teil gerade des N als NH, abgespalten wird. 
Wir haben denn auch auf den Befund des Guanidins kein 
besonderes Gewicht gelegt und es vermieden, irgend welche 
Hypothesen iiber die Bedeutung dieses Befundes fiir die Zu- 
sammensetzung des Melanins aufzustellen. Dies um so weniger, 
als die Ausbeuten an Guanidin recht geringe waren: aus 
20 g Melanin erhielten wir 0,1 g, aus 100 g 1,1 g Gua- 
nidinpikrat. Da die Spaltungsmethode zweifellos nach mehr 
als einer Richtung modifizierbar erschien, hofften wir dennoch, 
durch weitere Untersuchungen charakteristischere Spaltungs- 
produkte finden zu kénnen. Da die Verfasser inzwischen 
értlich getrennt wurden, unterblieb leider eine Fortsetzung 
unserer Versuche. Zu einer Wiederaufnahme und Fortsetzung, 
die von dem einen von uns (Riefer) durchgefiihrt wurde, 
veranlafte uns erst eine im Februar unter v. Fiirths Lei- 
tung angefertigte Arbeit von J. Adler-Herzmark?), die 
sich zur Aufgabe gestellt hatte, die Menge des nach unserem 
Verfahren erhaltbaren Guanidins festzustellen. Dabei ging 
sie davon aus, daf} eine erhebliche Ausbeute an dieser Base 
im Widerspruch zu der von v. Fiirth aufgestellten Hypothese 
der Melaninbildung stehen wiirde, nach der diese Substanz 
ausschlieBlich durch Oxydation zyklischer Komplexe des Ei- 
weiBes entstehen soll.. Die Gegenwart von viel Guanidin wiirde 
dagegen, nach der Meinung der Verfasserin, die Beteiligung 
des Arginins an der Konstitution des Melanins nahelegen. 
Diese Aufgabenstellung ist, wie wir zu unserem Bedauern 2u- 
gestehen miissen, vielleicht durch einen Druckfehler in unserer 
zweiten Mitteilung veranlaBbt worden. Dort findet sich némlich 
neben der richtigen Ausbeute von 0,1 g Guanidinpikrat aus 20 g 
Melanin die Bemerkung, dafi aus 100 g Melanin 11, g (statt 
1,1 g, mit falscher Stellung des Kommas) Guanidinpikrat er- 
halten wurden. Friulein Adler-Herzmark, die offensichtlich, 
durch den Druckfehler getéuscht, eine erhebliche Ausbeute an 
Guanidin erwartete, hat nun den von uns in mehreren Ver- 


1) Biochem. Zeitschr. Bd. 49, S. 180 (1913). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 2 
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suchen erhobenen Befund von Guanidin iiberhaupt nicht be- 
stitigen kénnen und aus dem einen Experiment, das ihr 
hieriiber zur Verfiigung stand, den SchluB gezogen, daf , bei 
geniigender Reinheit* des Melanins die H,O,-Spaltung nicht 
zu Guanidin fiihre, d. h. daf} unsere Priiparate guanidinliefernde 
Verunreinigungen enthielten. Aus der Schilderung ihrer Ver- 
suchsanordnung, die in wesentlichen Punkten von den aus- 
fiihrlichen Vorschriften unserer Mitteilung abweicht, geht 
nun allerdings hervor, daf, wenn unter den von Friiulein 
Adler-Herzmark eingehaltenen Versuchsbedingungen iiber- 
haupt Guanidin entstand, es mit dem von ihr gewihlten 
Verfahren schwerlich hitte nachgewiesen werden kinnen. 

Kin erster Versuch mit 20 g Melanin scheidet, wie die 
Verfasserin selbst feststellt, fiir die zur Diskussion stehende 
Frage deshalb aus, weil bei dem zur Entfernung des NH, 
ausgefiihrten Kochen mit MgO auch etwa gebildetes Guanidin 
hiitte zerstért werden miissen. 

Beim zweiten Versuch wurden wiederum 20 ¢ Melanin 
mit H,O, tagelang erhitzt. Trotzdem geht aus den eigenen 
Angaben der Verfasserin deutlich hervor, daf sie die Spaltung 
nicht vollstindig durchgefiihrt hat. Wahrend wir niimlich 
in allen unseren Versuchen stets zu einer klaren, gelben 
Fliissigkeit gelangten, erhielt Friiulein Adler-Herzmark 
eine dunkelbraune Lésung, aus der Séurezusatz einen nicht 
unbetriichtlichen Anteil braunflockiger ,Melaninsiiure“ aus- 
fallte. In keinem unserer Versuche wurde derartiges beobachtet 
oder gar beschrieben. Allerdings entsteht zuniichst eine 
dunkelbraune Lésung, in der, wie Verfasserin richtig darlegt, 
das Ammonsalz der als erstes Abbauprodukt entstehenden 
Melaninsiiure vorliegt. Diese Lisung bzw. Umbildung kann 
man sogar in wenigen Minuten erzielen, wenn man von vorn- 
herein einen Uberschuf von Ammoniak zugleich mit dem 
Wasserstoffsuperoxyd hinzugibt. Das Melanin lést sich unter 
der Zusammenwirkung von H,O, und NH, unter den Augen 
des Beobachters zu einer tiefbraunen Fliissigkeit, aus der 
Mineralsiure einen schwarzbraunen, flockigen Niederschlag 
ausfallt. Setzt man aber, wie wir dies in unseren friiheren 
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Mitteilungen beschrieben haben, das Erwirmen mit H,0O, 
weiter fort, so hellt sich allmihlich im Lauf vieler Stunden 
die Liésung auf, bis schlieflich eine klare hellgelbe Lésung 
entsteht, aus der nunmehr Siurezusatz keine Fillung mehr 
erzeugt. 

Im Gegensatz hierzu hat Friulein Adler-Herzmark 
die Spaltung schon unterbrochen, als die Liésung noch mehr 
oder weniger tief braun gefirbt war, und die noch unange- 
eriffene Melaninsiiure mit Schwefelsiure ausgefillt. Wieviel 
Melaninséure so zuriickerhalten und der vollstiindigen Oxy- 
dation entzogen wurde, wird nicht angegeben. 

Das Filtrat wurde nun mit MgO im Vakuum bei 50°” 
von NH, befreit. Wahrend wir nun in allen unseren Ver- 
suchen das in Liésung gegangene Mg durch Baryt, iiber- 
schiissiges Ba quantitativ mittels H,SO, entfernten, die 
Lésung eindampften, mit Alkohol extrahierten und schlieflich 
mit Pikrinsiure das Guanidin ausfillten, hat sich Fraulein 
Adler-Herzmark damit begniigt, die nach Vertreiben des NH, 
mittels MgO erhaltene, noch Mg-haltige Lésung mit Phosphor- 
wolframsiiure zu versetzen. In dem Fehlen eines Nieder- 
schlags sieht sie den Beweis fiir die Abwesenheit des Guani- 
dins. Daf das Ausbleiben eines Niederschlages mit Phosphor- 
wolframsiiure, insbesondere in salzhaltiger Lésung und bei 
Gegenwart geringer Basenmengen, kein Beweis fiir die Ab- 
wesenheit von Basen ist, sollte bekannt sein. Da Friiulein Adler- 
Herzmark nach Entfernen des NH, nur noch 0,14 g N in 
ihrer Spaltlésung fand, so hiitte sie, selbst bei der kaum be- 
rechtigten Annahme, daf} dieser ganze N in Form von Guani- 
din vorliege, nicht mehr als 0,19 g dieser Base erwarten 
kénnen. Um diese aber sicher nachzuweisen, bedarf es eines 
empfindlicheren und griindlicheren Verfahrens, als es die blofic 
Fallung mit Phosphorwolframsiiure ist. 

Was weiterhin den Einwand betrifit, dafi das von uns 
gefundene Guanidin aus einer Verunreinigung der Melanin- 
priiparate entstanden sein kénne, und dafi der fehlende Befund 
in den Versuchen der Verfasserin einem besseren Reinigungs- 
prozef} zuzuschreiben sei, so erscheint dieser Einwand zuniichst 
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fiir jeden durchaus diskutabel, der einmal Gelegenheit hatte. 
die Schwierigkeiten zu erproben, welche die Befreiung des 
alle méglichen Stoffe zih adsorbierenden Melanins von lés- 
lichen Verunreinigungen bietet. Gerade darum aber wird der 
Einwand von Fraulein Adler-Herzmark, dafi ihre Priparate 
sich durch gréBere Reinheit auszeichneten, hinfallig. Unseren: 
Verfahren: 12stiindiges Kochen der Tumoren mit konzen- 
trierter Salzsiiure, Auskochen mit Wasser bis zur Cl-Freiheit 
(ein selbstverstindliches Postulat, dessen Erfiillung allerdings 
ein tiberaus hiufiges Auskochen mit immer erneutem Wasser 
erfordert), und je 24stiindiges Extrahieren mit Alkohol und 
mit Ather, stellt die Verfasserin folgendes Verfahren als das 
angeblich griindlichere gegeniiber: 4stiindiges Kochen de: 
Tumoren mit Salzsiure, nur 2maliges Auskochen mit Wasser, 
2maliges Auskochen mit Alkohol, Imalige Extraktion mit 
Ather. Es bedarf wohl keines weiteren Hinweises, dafi es 
schwerlich eine grébere Reinheit der Priparate war, die eine 
Erklirung des negativen Resultats der Untersuchung von 
Friiulein Adler-Herzmark gestattet. 


1. Die Reinigung des Melanins. 


Obwohl aus Verlauf und Durchfiihrung des Versuches von 
Friulein Adler-Herzmark die Ursache ihres Mifserfolges 
deutlich hervorging, so hielten wir uns doch fiir verpflichtet, 
nachdem unsere Ergebnisse einmal angegriffen waren, eine 
Nachpriifung vorzunehmen, wobei wir der Frage der Darstel- 
lung eines tunlichst reinen Melaninpriiparats besondere Auf- 
merksamkeit zuwandten. Wenn auch das Darstellungs- und 
Reinigungsverfahren von Fraulein Adler-Herzmark als villig 
unzulinglich zu betrachten ist, so gentigt doch auch das von 
uns bisher geiibte, viel weiter gehende Verfahren nicht den 
strengsten Anspriichen, solange man gendétigt ist, ein Praparat 
von Melanin, unter der Voraussetzung seiner absoluten Wider- 
standsfaihigkeit und Unldslichkeit beim Kochen mit Siure, 
Wasser und Alkohol, erst dann als rein zu betrachten, wenn 
in jene Lisungsmittel, auch bei wiederholtem Auskochen, keine 
léslichen Produkte mehr iibergeben. 
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Vorausschicken méchten wir, dafi der Vorschlag von 
Friulein Adler-Herzmark, das Melanin durch Kochen wit 
10°/,iger Natronlauge weiter zu reinigen, deswegen nicht an- 
nehmbar ist, weil Melanin, auch nach vorhergehender weitest- 
gehender Reinigung, beim Kochen mit Natronlauge NH, ab- 
spaltet, also teilweise zersetzt wird. 

Wir haben nun zunichst ein tunlichst reines Priiparat auf 
folgende, recht zeitraubende Weise hergestellt: 

Die Tumoren werden 12 Stunden mit HCl (spez. Gewicht 
1,19) gekocht, die Lésung mit Wasser verdiinnt und das 
Melanin abgesaugt. Sodann wurde mehrmals mit Wasser aus- 
gekocht und die Pigmentmasse dann ein zweites Mal 12 Stun- 
den mit konzentrierter HCl gekocht. 

Nach erneutem Absaugen wurde nun zunichst so oft mit 
-Wasser ausgekocht, bis das Filtrat, auch nach dem Kinengen, 
keine Cl-Reaktion mehr gab. Das letzte Cl-freie Waschwasser 
gab aber noch starke Nesslersche Reaktion auf NH,. Solange 
noch nicht bewiesen ist —- was uns neuerdings allerdings wahr- 
scheinlich geworden ist —, daf} Melanin sich schon beim Kochen 
mit Wasser langsam zersetzt, mufite auch dieses NH,, das 
vielleicht an andere Saéuren gebunden war, durch weiteres 
Auskochen entfernt werden. Es gelang denn auch schlieflich. 
nach weiterem, mehr als 20maligem Auskochen von je '/, bis 
‘/, Stunden Dauer das Waschwasser NH,-frei zu machen 
(fehlende Nesslersche Reaktion im eingeengten Filtrat). Das 
Praparat wurde nunmehr getrocknet und dann je 1 Stunde 
mit Alkohol auf dem Wasserbade ausgekocht. Jedesmal 
wurde filtriert und das alkoholische Filtrat verdunstet. Der 
zunichst ziemlich betriachtliche Riickstand nahm allmihlich 
ab. Nach iiberaus hiufigem Auskochen (das Zahlen wurde 
schlieBlich aufgegeben) war der Riickstand minimal, doch immer 
noch vorhanden. Doch fing nun das Melanin an, teilweise 
kolloidal zu werden, so dais das Filtrieren kaum noch méglich 
und auch das Zentrifugieren mit Verlust verbunden war. Wir 
hérten daher an dieser Stelle auf, in dem Bewufitsein aller- 
dings, dafi noch Spuren der alkoholléslichen Verunreinigung 
im Priaparat steckten. Fiir die uns zunichst interessierende 
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Frage, ob auch véllig gereinigtes Melanin Guanidin liefert, 
war es aber wichtig, daB die letzten Riickstiinde des Wasch- 
alkohols keine Spur N enthielten. Endlich wurde das Pri- 
parat noch 2 Tage lang mit warmem Ather extrahiert. Der 
Ather hinterlieS beim Verdunsten nur noch eine geringe Spur 
eines Riickstandes. 

Das so dargestellte Priiparat, das sich aufserlich natiir- 
lich in keiner Weise von dem Rohprodukt unterscheidet, ent- 
halt nur noch Spuren von Asche. Sein N-Gehalt ist kaum 
gestiegen, da offenbar bei dem Auskochen mit Wasser und 
Alkohol nicht nur N-haltige, sondern auch N-freie Verun- 
reinigungen entfernt wurden. Er betrigt, wie aus dem unten 
geschilderten Versuch 3 hervorgeht, 10,4°/, gegeniiber 9,9°/, 
in unserem alten Priiparat. 


2. Die Spaltung des Melanins mittels H,Q,. 


Wir haben nun zunichst nochmals in einem unserer 
ilteren Priiparate die Spaltung vorgenommen. Wir konnten 
feststellen, daf} dieses Priparat in der Tat noch bei weiterem 
Kochen NH, bzw. Ammonsalze und beim Kochen mit Alkoho! 
immer noch Substanzen von Sdurecharakter abgab. Wir be- 
nutzten es dennoch zunichst, um auch unsere alten Versuche 
nochmals zu reproduzieren. 


Versuch 1, 


18 g dieses Melanins wurden genau nach unseren friiheren 
Angaben mittels 3°/,igem H,O, auf dem Wasserbad zur klaren 
Lésung gebracht. Wir verzichteten diesmal auf die Entfernung 
des NH,, dampften vielmehr die schwach salzsauer gemachte, 
hellgelbe Spaltlésung zur Trockne, trennten das leicht in Al- 
kohol lésliche Basenchlorid vom Ammonchlorid durch wieder- 
holte Extraktion mit absolutem Alkohol, nahmen mit Wasser 
auf und fillten mit Pikrinsiiure (etwa noch vorhandene freic 
Sdure muf} mittels NaOH neutralisiert werden). Wir erhielten 
sofort eine Fillung des typischen Guanidinpikrats. Schmelz- 
punkt 316° Ausbeute 0,12 g. Die weiteren Versuche wurden 
nun mit dem sorgfaltigst gereinigten Priiparat angestellt. 


q 
— 
ag 
— 
a 
4 
be 
— 
> 
4 
| 


Zur Kenntnis des Hippomelanins. 23 


Versuch 2. 


5 g des reinen Melanins werden auf dem Wasserbade mit 
portionsweise zugesetzten etwa 800 ccm 3°/, iger H,O,-Lésung 
erwirmt. Die benutzte H,O,-Lésung enthielt Spuren H,SO,. 
Schon nach kurzer Zeit ist die Reaktion, die zunachst kaum 
merkbar sauer ist, stark sauer. Es wurde nun darauf ge- 
achtet, durch wiederholten Zusatz von NH, die Reaktion, die 
immer wieder bald sauer wurde, nahezu neutral zu halten. 
Infolge des NH,-Zusatzes trat sehr bald vollstindige Lésung 
des Melanins ein. Die Farbe der Lésung ist tiefbraun mit 
rotbrauner Niiance. Nach und nach wird die Lésung heller, 
bei stetiger langsamer Gasentwicklung. Am 3. Tage (die 
Lésung wurde nur tagsiiber erwirmt) tritt schlieBlich voll- 
stindige Entfairbung ein. Ungeldst sind nur einige beigemengte 
Papierfasern, auch diese farblos. Die Lésung reagierte am 
Schluf wieder sauer. 

Die Lésung wurde nun eingeengt, wobei der Rest des 
noch vorhandenen H,0, sich zersetzte, dann mit H,SO, kriiftig 
angesauert und im Dampfbad destilliert. Das Destillat reagiert 
sauer und reduziert eine Sublimatlésung schnell zu Kalomel 
(Ameisensiure). Bei fortgesetzter Destillation gehen dauernd 
Spuren von Siure iiber, so da an eine stetige, sekundire 
Bildung von Ameisensiiure unter der Hinwirkung der H,SO, 
gedacht werden mu. Es wird daher die Destillation, obwohl 
das Destillat noch spurenweise sauer reagiert, nach ca. 4 Stun- 
den unterbrochen. Die abgekiihlte schwefelsaure Liésung, die 
ganz schwach gelb gefirbt und vollig klar ist, wird nun zur 
Ausfallung der H,SO, und etwaiger Fettsiuren mit Baryt ver- 
setzt, bis gerade schwach alkalische Reaktion eintritt. Der 
voluminése Niederschlag wird schnell abgesaugt und im Filtrat 
der iiberschiissige Baryt mit H,SO, ausgefillt. Die Lésung 
wird ganz schwach schwefelsauer gemacht. Der Niederschlag 
der Ba-Salze wird noch mehrmals mit Wasser ausgekocht und 
die vom Ba befreiten Waschwisser werden zusammen mit 
dem ersten Filtrat bei gerade saurer Reaktion auf dem Wasser- 
bade zur Trockne gedampft. Von einer Destillation des NH, 
wird abgesehen. Der fast farblose kristallinische Riickstand, 
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der natiirlich viel Ammonsulfat enthalt, wird mehrfach init 
absolutem Alkohol bei Zimmertemperatur extrahiert. Der 
Alkohol wird verdunstet, der schwach gelbliche Riickstand 
wieder mit absolutem Alkohol aufgenommen, filtriert, und dic 
Lésung wieder verdunstet. Endlich wird mit Wasser auf- 
genommen, falls nétig filtriert und mit einigen Tropfen NaOH 
neutralisiert, dann mit Pikrinsiiure versetzt. Es fillt sofort 
der typische Niederschlag von Guanidinpikrat. Schmelzpunkt 
316—3518° in der fiir Guanidinpikrat charakteristischen Weise. 
(Das Schmelzréhrchen wird im Augenblick des Schmelzens, 
ohne eigentliche explosive Zersetzung, von dem geschmolzener 
Pikrat bis zum oberen Rande beschlagen.) Gewicht des Pikrats 
0,025 g. 


Versuch 3, 


5 g des reinen Priparats werden ohne Zusatz von Ammo- 
niak mit H,O, auf dem Wasserbade erwirmt. Die Lisung 
geht sichtlich langsamer vor sich wie im ersten Versuch. 
Die Reaktion wird durch Zufiigen einiger Kérnchen FeSO, 
zu beschleunigen gesucht. Allmihlich tritt aber auch hier 
Lésung ein und schlieflich am vierten Tage (das Krhitzen 
wurde tiiglich etwa 10 Stunden durchgefiihrt) ist vollstindige 
Entfirbung erreicht. Die Liésung ist wasserhell. Auch hier 
trat sehr bald kriftig saure Reaktion ein. Das Kondenswasser 
am aufgesetzten Riickflufikiihler reagierte sauer. Am Schluf 
der Spaltung ist die Reaktion der Lisung wieder nahezu 
neutral. Die klare Lésung wird mit H,SO, versetzt, so dati 
Kongopapier gerade gebliut wird, und am absteigenden Kihler 
zunichst eingeengt, dann mit Wasserdampf destilliert, bis 
insgesamt 1'/, Liter Fliissigkeit iibergegangen sind. Das De- 
stillat reduziert HgCle in der Wiirme. Die Destillation wird, 
obwohl das Destillat noch eine Spur Saure enthilt, unter- 
brochen, die Lésung abgekiihlt und auf '/, Liter aufgefiillt. 
Zwei Proben, die eine zu 10, die andere zu 5 cem, werden 
nach Kjeldahl verbrannt. Die erste Probe verbrauchte bei 
der Destillation 7,6, die zweite 3,6 ccm */,,.», H,SO,. Daraus 
berechnen sich 0,582 bzw. 0,504 g N, im Mittel 0,518 g, das 
sind 10,36°/, der angewandten Menge Melanin. Zwei weitere 
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Proben zu 10 cem dienten zur NH,-Bestimmung dureh De- 
stillation im Vakuum mit MgO bei 45°. Das erste Destillat 
verbrauchte 6,6, das zweite 6,4 cem */,,.», H,SO,, im Mittel 
6,5 ecm, entsprechend 0,455 g NH,-N. Es sind also nur noch 
0,518 — 0,455 = 0,063 g N als Nicht-Ammoniak-N vorhanden. 
Das sind erheblich weniger als in unseren ailteren Versuchen 
und dementsprechend ist auch die Guanidinausbeute gering. 
Der Grund ist, wie wir weiter unten beweisen werden, der, 
daB, je linger die Kinwirkung des H;0, dauert, um so mehr 
auch die N-haltigen Substanzen zersetzt werden, und zwar 
auch das Guanidin. In dem letzten Versuch hatte die Spal- 
tung abnorm lang gedauert. 

Die schwefelsaure Lésung wurde nun wiéder, wie bei 
Versuch 1, mit Baryt ausgefillt, das Filtrat nebst Wasch- 
wassern vom Ba durch H,SO, befreit und bei schwach saurer 
Reaktion eingedampft. Nach Extraktion mit Alkohol erhielten 
wir auch hier wieder das typische Guanidinpikrat vom Schmelz- 
punkt 318°. Seine Menge war geringer als in Versuch 1 
Leider kann sie nicht zahlenmifsig angegeben werden, da das 
Priparat verungliickte. Schitzungsweise diirften cs wenig 
mehr als 0,01 g gewesen sein. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dali bei der Spal- 
tung mittels H,O, auch aus denkbar sorgfiltigst ge- 
reinigtem Melanin regelmabBig Guanidin gebildet wird. 


3. Die Zersetzung des Guanidins durch H,0,. 


Die Beobachtung, daf} Versuch 3, bei dem das Melanin 
4 ‘Tage lang der Wirkung des H,O, ausgesetzt war, weniger 
Gruanidin lieferte als Versuch 2, bei dem die Spaltung nur 
} Tage dauerte, legte die Vermutung nahe, dafi das Guanidin 
selbst gegeniiber H,O, nicht absolut resistent sei. Hs wurden 
daher die folgenden Versuche angestellt. 

1. 0,2 g Guanidincarbonat (Kahlbaum) in 100 ccm Wasser 
gelést geben mit Pikrinsiiure versetzt 0,579 g Pikrat = 93,6°/, 
der Theorie. 

2. 0,1 g desselben Praparates wurden 2 Tage lang in 
einem Rundkolben mit insgesamt 250 cem 3°/, iger H,O,-Lisung 
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auf dem Wasserbade erwirmt. Es entweicht NH,, sowohl am 
Geruch, wie an der Bliuung von rotem Lackmuspapier kennt- 
lich. Mit Pikrinsiiure versetzt, liefert die Lésung 0,169 ¢ 
Pikrat statt der zu erwartenden 0,29 g. Auch nach dem 
Eimengen und langerem Stehenlassen vermehrt sich die Aus- 
beute nicht. Es sind also durch zweitigiges Erhitzen mit 
H,O, 41,7°/, des Guanidins zerstért worden. 

3. 5 g Guanidincarbonat werden 4 Tage lang mit ins- 
gesamt etwa 1500 ccm H,O,-Lésung (portionsweise zugesetzt) 
auf dem Wasserbade erhitzt. Die Lésung wird schliefilich auf 
etwa 200 ccm eingeengt und mit Pikrinsiiure versetzt. Nach 
lingerem Stehen wurden 5,16 g Pikrat gewonnen, statt der 
zu erwartenden Menge von 14,5 g. Es sind also 64,4°/, des 
Guanidins zerstért worden. 

Sicher liegen die Verhiltnisse bei der Melaninspaltung 
noch ungiinstiger. Das Guanidin entsteht allméhlich und kommt 
sofort unter die Einwirkung eines grofen Uberschusses an 
H,O,. Wird ohne Zusatz von NH, gespalten, so ist die Base 
bestenfalls an die gleichzeitig entstehenden organischen Siiuren, 
wahrscheinlich aber an CO, gebunden, die, wie wir weiter 
unten zeigen werden, in erheblicher Menge gebildet wird. 
Arbeitet man in ammoniakalischer Lésung, so gestalten sich 
die Verhiltnisse noch ungiinstiger, da freie Base entsteht, die 
in dieser Form besonders leicht zersetzlich ist. 

Es ist daher mit grofier Wahrscheinlichkeit an- 
zunehmen, dafs die von uns bei der Spaltung des 
Melanins erhaltenen kleinen Guanidinmengen Mini- 
malwerte darstellen. 


4. Die N-freien Spaltungsprodukte. 


Schon in unseren friiheren Mitteilungen hatten wir er- 
wihnt, daB bei der Spaltung des Hippomelanins mittels H,O, 
Substanzen von Siurecharakter entstehen, die sich nach ihren 
Kigenschaften, insbesondere der Fallbarkeit durch Erdalkalien 
und Metallsalze, ihnlich wie hdhere Fettsiuren verhielten. 
Die Gegenwart von Oxalsiiure war wahrscheinlich gemacht. 
Wir haben auch in unseren neueren Versuchen, und zwar auch 
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in denen mit sorgfaltigst gereinigtem Melanin, das Auftreten 
dieser Siuren regelmifig beobachtet. Es lift sich leicht 
zeigen, daf die von Mineralsiiuren villig freie und auch von 
CO, durch Aufkochen befreite hellgelbe Spaltlésung mit Baryt, 
Ca(OH),, aber auch mit AgNO, und alkoholischer Sublimat- 
lésung flockige Niederschlige gibt, die in verdiinnter HNO, 
vollkommen léslich sind. Schiittelt man eine Probe der Spalt- 
fésung, nach Ansiiuern, mittels Ather aus, so hinterlaBt der 
Ather nach dem Verdunsten eine geringe Menge hellgelben, 
teilweise kristallinischen Riickstandes. In dem einen Versuche 
(Versuch 3) schiittelten wir nach Abdestillieren der fliichtigen 
Sduren die schwefelsaure, klare Lésung wiederholt mit Ather 
aus. Der Ather wurde mit Wasser gewaschen und verdunstet. 
Es hinterblieben etwa 0,2 g eines gelben Riickstandes von 
fettartiger Konsistenz, der aus dem Wasserbade zum gréfiten 
Teil zu einer véllig klaren und durchsichtigen Fliissigkeit 
schmolz, beim Erkalten aber kristallinisch erstarrte. Der 
Riickstand lést sich nur zum kleinen Teil in Wasser und aus 
dieser wiisserigen Lésung fallte CaCl, einen in Essigsdure un- 
léslichen, in HCl lislichen Niederschlag vom Aussehen des 
oxalsauren Ca. Eine Analyse der Substanz zeigte aber, dafi 
sie zum mindesten nicht reiner oxalsaurer Ca war, da sie statt 
der verlangten 40,0°/, CaO 38,5°/, CaO enthielt. 

Interessanter als ein selbst gesicherter Befund von Oxal- 
siure, deren Vorkommen in so geringer Menge in einem 
Oxydationsgemisch ohne jede Bedeutung wire, erschien uns 
die Hauptmenge des Riickstandes, der in Wasser unléslich oder 
doch sehr wenig léslich, in Alkohol und Ather iiberaus leicht 
léshch ist. Die Substanz wurde aus der wisserigen Auf- 
schwemmung nochmals mit Ather extrahiert und hinterblieb 
heim Verdunsten des Lésungsmittels als eine in winzigen, 
itberaus feinen Nadelchen kristallisierende Masse vorn Schmelz- 
punkt 55°. Sie reagiert sauer gegen Lackmuspapier und lést 
sich in wiisseriger Alkalilésung auf. Obwohl an sich im 
Wasser sehr schwer lJdéslich, ist sie in der urspriinglichen 
Spaltlésung dennoch gelést enthalten und fallt auch beim An- 
siuern nicht aus. 
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Zu den gleichen Substanzen gelangt man, wenn man die 
Fallung weiter verarbeitet, die auf Zusatz von iiberschiissigem 
Baryt zur mit H,SO, angesiiuerten Spaltlésung entsteht, wie 
dies bei der Beschreibung der Versuche oben (insbesondere 
Versuch 2) erwiihnt wurde. In diesem Niederschlag sind 
naturgemaB die Ba-Salze der organischen Siiuren neben dem 
BaSO, enthalten. Durch Erwirmen des Ba-Salzgemisches 
mittels heifier Salzsiure bekommt man die organischen Siuren 
teilweise in Lésung und kann sie dann durch Extraktion mit 
Ather gewinnen. Doch werden bei diesem Verfahren immer 
gewisse Mengen der in Wasser wenig léslichen Siiure vom 
BaSO, festgehalten. Auch hier gelangt man zum gleichen 
Gemenge wasserliéslicher und unléslicher Saéuren, von denen 
die letzteren durch ihren niederen Schmelzpunkt immer wieder 
auffallen. Somit ist festzustellen, dah, entgegen den 
Angaben von Frl. Adler-Herzmark, bei der vollstin- 
digen oxydativen Spaltung des Melanins mittels H,0, 
regelmaBig auch in Ather lésliche Siiuren gebildet 
werden. 


5. Die Bildung von CO, bei der Oxydation des Melanin; 
durch H,0,. 


Ks steht auber Frage, dafi die von uns bisher angewandte 
Methode der volligen Oxydation des Hippomelanins mitte!s 
H,O, nicht geeignet ist, um charakteristische Spaltprodukte 
in geniigender Menge zu gewinnen. Das geht schon aus der 
erheblichen Menge des als NH, abgespaltenen N, der kleinen 
Guanidinmenge und der geringen Ausbeute an iitherléslichen 
Siuren hervor. Wir haben, um die Verhiltnisse villig 
zu kliren, in emem Versuche die Menge des gebildeten CO, 
gemessen und festgestellt, dafi bei der Hinwirkung von 
HaOs ein erheblicher Anteil des Melanin-C zu CO: 
oxydiert wird. 

Zu dem Zweck wurde 1,00 g reinen Melanins unter Durch- 
leiten eines CO,-freien Luftstroms mit HeOz in der iiblichen 
Weise auf dem Wasserbade gespalten. Der Luftstrom pas- 
sierte die Spaltlésung, gelangte weiter in einen Chlorcalcium- 
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turm und wurde schlief lich durch zwei hintereinander geschal- 
tete, gewogene Kaliapparate geleitet. Nach eingetretener 
vélliger Lésung des Melanins zu einer wasserhellen Fliissigkeit 
wurde noch mehrere Stunden lang ein kriftiger Luftstrom 
hindurchgeleitet, um in der Lésung absorbierte CO2 zu ent- 
fernen. Es wurden 0,987 g CO: gefunden. Unter Zugrunde- 
legung eines C-Gehaltes von 55,56 °/, (1. Mitteilung S. 144) 
herechnen sich fiir die vollstindige Verbrennung von 1 g Me- 
lanin 2,05 g COz. Es wurden also in diesem Versuch 48°/, 
des Melanin-C zu COz verbrannt. Dab die Menge der CO: 
haw. der in Lésung bleibenden unzersetzten Spaltprodukte von 
der Dauer und Intensitit der H:0O2-Einwirkung abhingt, ver- 
steht sich von selbst. 


6. Weitere Beobachtungen. 


Obwohl demnach die von uns bisher geiibte Methode der 
oxydativen Spaltung wenig ermutigend erscheint, haben den- 
noch die inzwischen fortgesetzten Untersuchungen einige wei- 
tere Beobachtungen geliefert, die eine Fortsetzung wiinschens- 
wert machen. Die eine dieser Beobachtungen kniipft an die 
oben erwihnte iatherlésliche Saéure vom Schmelzpunkt 53°. 
Es stellte sich nimlich die merkwiirdige Tatsache heraus, daf 
Hippomelanin, und zwar Priparate verschiedener Darstellung, 
verschiedensten Reinheitsgrades und insbesondere auch die am 
weitesten gereinigten, bei der Destillation mit Wasser, besser 
mit iiberhitztem Wasserdampf, dauernd eine fliichtige Saure 
abgeben, die sich in Form eines feinen grauweisen Beschlages 
im Kiihlrohr absetzt und im Destillat in Gestalt weiflicher 
Flocken schwimmt, die unter dem Mikroskop aus feinsten, 
biegsamen Niidelchen bestehend erkannt werden. Nach Ex- 
traktion der wasserigen Vorlagen mit Ather und Verdunsten 
des Liésungsmittels erhalt man eine kristallinische Substanz 
von Siiurecharakter, die beziiglich Schmelzpunkt (53°). Aus- 
sehen und Verhalten mit der bei der Spaltung erhaltenen, im 
Wasser unlislichen Siure identisch erscheint. Obwohl eine 
bestimmte Probe Melanin bis zu 14 Tagen mit Wasserdiimpfen 
destilliert wurde, hérte die Abscheidung der Saiure im Kihler, 
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die in der Zeiteinheit dauernd sehr gering ist, nicht auf, nahi: 
auch nicht sichtbar an Menge ab. Danach muf} mit der Mig- 
lichkeit gerechnet werden, daf} das Melanin schon durch Er- 
hitzen mit Wasser angegriffen wird, wofiir auch das immer 
erneut auftretende NH, sprechen wiirde. Weitere Unter- 
suchungen miissen dariiber Klarheit bringen’). 

Eine zweite Beobachtung betrifft den stufenweisen Abbay 
von Melanin mittels HaOz. Wie schon erwahnt, ldst sich 
Melanin bei Gegenwart von iiberschiissigem NH, in wenigen 
Minuten zu einer dunkelbraunen, klaren Fliissigkeit. Versetzt 
man jetzt sofort mit HeSQ., so fallt die Melaninsiiure, die als 
erstes Abbauprodukt zu betrachten ist, als voluminéser Nieder- 
schlag aus. Das schwefelsaure Filtrat der Melaninsiure ist 
dunkelgelb, mitunter rétlichbraun gefarbt. Der Niederschlag 
wird erneut in gelist, was nun iuferst leicht vor sich 
geht, und wiederum mit einigen Kubikzentimeter He Oz kurze 
Zeit erwirmt. Die*Lésung wird nun erneut angesiuert, fil- 
triert und das gelbbraune Filtrat dem ersten zugefiigt. Wieder- 


1) Mit der geringen Menge reinen Materials wurde eine Molekular- 
gewichtsbestimmung sowie eine C- und H-Analyse ausgefiihrt. Molekular- 
gewichtsbestimmung nach der Gefrierpunkt-Methode in reinem Benzo). 

Gewicht der angewandten Substanz: 0,1555 g, 
Gewicht des Benzols: 15,0 g. 
/\ des Benzols = 2,560, 
A nach Zusatz der Substanz == 2,459. 
Differenz — 0,121. 
Nach der Formel 


M “deg C 


berechnet sich aus diesen Zahlen 
M = 428,4. 
Analyse des C und H. 
A.S. 0,1972 g, 
CO, = 0,4899 eg, 
H,O = 0,2718 g. 

Daraus berechnen sich 67,75 °/o ©, 15,29 °/o H, 16,96 O. Diese 
Zahlen stimmen annihernd zu einer Formel C,,H,,0, mit 67,0 °/o ©, 
16,75 °/o H und 16,25 °/o O, 

Da die Molekulargewichtsbestimmung 428 ergab, miiBte die Forme! 
verdoppelt werden. Fir irgendwelche Hypothesen tiber die Natur de: 
Substanz geniigen diese Zahlen natiirlich nicht. 
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holt man dies Verfahren in geeigneten Zwischenriumen, so 
nimmt die Menge der mittels H,SO, ausfillbaren Melaninsiiure 
stetig ab und die gelbbraunen Filtrate enthalten viel organische 
Substanz. Am wichtigsten erscheint es, daf} die auf 5°/, freie 
Saure gebrachten, klaren, schwefelsauren Filtrate auf Zusatz 
einer Lésung von HgSO, in 10°/, H,SO, einen voluminésen gelb- 
weifien Niederschlag in reichlicher Menge geben. 

Einige Versuche haben ergeben, da® diese in stark saurer 
Lésung lésliche, mittels HgSO, ausfillbare Substanz eine Reihe 
interessanter Eigenschaften hat. Sie ist N-haltig, reduziert 
ammoniakalische Ag-Lésung in der Wirme unter Spiegel- 
bildung und liefert mit Nitrophenylhydrazin eine bisher kri- 
stallinisch nicht erhaltene kérnig ausfallende Verbindung. 
Weitere Untersuchungen sollten sich vorzugsweise mit den 
Produkten dieser stufenweisen Spaltung befassen. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegende Abhandlung diente im wesentlichen dem 
Zweck, die von Fraulein Adler-Herzmark unter v. Fiirths 
Leitung gegen unsere friiheren Ergebnisse erhobenen Einwinde 
zu entkriften und zu zeigen, daB die eigenen Versuche der 
Verfasserin unzulingliche sind. Bei der hierdurch notwendig 
gewordenen Nachpriifung unserer Ergebnisse ergab sich die 
iiberaus grofje Schwierigkeit, Melanin von andersartigen Bei- 
mengungen zu befreien. Aber auch die denkbar griindlichst ge- 
reinigten Priaparate lieferten regelmiéfig bei der oxydativen 
Spaltung Guanidin und iitherlésliche Siéuren in allerdings ge- 
ringer Ausbeute. Daf die Guanidinausbeute einen Minimal- 
wert darstellt, ergab sich aus der Beobachtung, daf Guanidin- 
carbonat durch H,O, bei Wasserbadtemperatur in erheblichem 
Mae zerstért wird. Ein grofer Anteil des Melanin-C wird 
durch H,O, bei geniigend langer Einwirkung zu CO, oxydiert. 
Es wird zum Schlu® auf Beobachtungen hingewiesen, wonach 
eine stufenweise Oxydation des Melanins mittels H,O, in 
ammoniakalischer Liésung bessere Aussichten auf Isolierung 
charakteristischer Spaltungsprodukte in geniigender Ausbeute 
zu bieten scheint. 


Uber die Benzolderivate im Glutin und den Eiweifigehait 
der Gelatine. 
Von 
EK. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin. 
(Der Redaktion zugegapgen am 18. Dezember 1919.) 


Im AnschluB an die gemeinsam mit meinem Bruder kiirz- 
lich gemachte Mitteilung »Uber den Anteil der Benzolderivate 
am Eiweilfimolekiil“!) habe ich das aus friiheren gemeinsam an- 
gestellten Versuchen iiber Leimfaulnis stammende Materia! 
etwas weiter untersucht und teile im folgenden die Ergebnisse 
mit, soweit sie sich auf die Benzolderivate beziehen. 

Es sind im ganzen 5 Versuche mit je 400 g bester fran- 
zoésischer Handelsgelatine (Golddruck) angestellt, spiiter noch 
ein einzelner Versuch mit 400 g. Die Gelatine wurde jedes- 
mal in 8 Liter Leitungswasser warm gelést, mit 1 g KH: PQ,. 
g MgSO, + 7H2O und 200—240 ccm  kaltgesiittigter 
Natriumcarbonatlésung versetzt. In einigen Fiillen wurde, 
um die Fiulnis zu beschleunigen, noch ein Zusatz von Kalium- 
natriumtartrat gemacht; das war zulissig, da es uns um die 
aliphatischen Faulnisprodukte nicht zu tun war. Geimpft 
wurde in iiblicher Weise mit faulender Fleischmaceration. Die 
Digestion geschah bei ca. 40° in einem leicht bedeckten grofien 
Kolben und dauerte 7—9 Tage. Das Material wurde alsdann in 
bei der Eiweififaulnis beschriebener Weise*) verarbeitet, die 
Produkte in einem entsprechenden Stadium vereinigt, jedoch ist 


') Diese Zeitschr. Bd. 105, S. 242. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 8, S. 417 und Bd. 19, S. 8 und 491, 
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yon allen Produkten ?/,, zu Vorversuchen abgenommen, so dafi 
sich die Zahlenangaben im folgenden nicht auf 2000 g, son- 
dern nur auf 1800 g Gelatine beziehen. 


1. Indol. 


Kine Indolgruppe kommt dem Leim der allgemeinen 
Meinung nach nicht zu'). Diese Ansicht stiitzt sich wohl haupt- 
siichlich auf die Angabe von M. Nencki’®), der die Faulnis- 
produkte von Eiweii und Leim vergleichend untersucht und 
in den letzteren kein Indol gefunden hat. Freilich ist da- 
gegen einzuwenden, daB damals die Reaktionen auf Indol 
noch wenig ausgebildet waren. Wir haben die Untersuchung 
darauf in 2 Versuchen, entsprechend 800 g Leim, ausgefiihrt. 
Das betreffende Destillat gab schwache Rashtien mit Salpeter- 
siure und Kaliumnitrit. Der beim Verdunsten des Atheraus- 
zugs bleibende Riickstand gab in wiafiriger Lésung gleichfalls 
unzweifelhafte Indolreaktion. Auffallenderweise aber ergab 
sich Indol noch an einer andern Stelle, niimlich in der Lisung, 
welche die Oxysiiuren aus 1800 g Leim enthalten sollte und 
diese tatsiichlich auch enthielt. Die rohen Oxysiiuren listen 
sich in Wasser mit starker Triibung und die Lésung roch nach 
Indol. Sie wurde nochmals destilliert. Das Destillat gab 
starke Indolreaktion, nicht allein mit HNO, und KNO,, sondern 
namentlich auch mit p. Dimethylamidobenzoldehyd-Lisung bei 
Zusatz weniger Tropfen Salzsiiure ohne Zusatz von Nitrit. 
Der Atherauszug der noch iibrig gebliebenen Liésung lieferte 
0,012 g beim Verdunsten. 

Als der Destillationsriickstand wochenlang im Kolben 
gestanden hatte, zeigten sich am Glase anhaftend harzig-dlige 
Trépfehen, von denen die Fliissigkeit fast restlos abgegossen 
werden konnte*). Sie listen sich in Alkohol; die Lésung gab, 
mit einem angemessenen Volumen Wasser verdiinnt, gleichfalls 


1) Vgl. Cohnheim Chemie der Eiweifikérper, 3. Aufl., S, 245. 
*) M. Nencki, Uber die Zersetzung der Gelatine und des Eiweifes. 
Festschrift, Bern 1876, 
°) Sie wurde, da sie noch etwas triib war, noch filtriert. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 3 
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Reaktion mit HNO, und KNO,. Ob es sich dabei um Indo! 
handelte oder, was ‘wahrscheinlicher ist, um verharzte Indo!- 
essigsdure, muf} dahingestellt bleiben, jedenfalls ist auch hier 
ein Indolderivat gefunden. 


2. Phenolgruppe. 


Das Fehlen der Tyrosingruppe wird allgemein als charak- 
teristisch fiir den Leim angesehen, obwohl man bei vorsich- 
tigem Verfahren auch mit reinster Handelsgelatine eine positive 
Reaktion mit Millonschem Reagens') erhalten kann, die woh! 
schwerlich auf etwas anderes als auf die Tyrosingruppe be- 
zogen werden kann. Dafi es nicht méglich ist, unter den Pan- 
kreasverdauungsprodukten Tyrosin zu isolieren, spricht nicht 
unbedingt. gegen einen geringen Gehalt der Gelatine an der 
Tyrosingruppe. In der Tat ergab sich bei Verarbeitung der 
Faulnisprodukte von 1800 g Gelatine eine nicht ganz un bedeu- 
tende Quantitit aromatischer Oxysiiuren, von denen eine Probe 
schon in der Kalte beim Stehenlassen mit Millonschem Reagens 
eine Rotfiirbung gab. Zur Bestimmung der Menge wurde die 
Lésung auf 100 ccm gebracht, 10 ccm unter Anwendung von 
Phenolphtalein als Indikator mit "/;-Lauge titriert. Sie erfor- 
derten 5,05 1/,-Lauge, also fiir die ganze Quantitaét 10,1 ccm 
n/,-Lauge. Nimmt man an, dafi ein Gemisch gleicher Mol. 
Oxyphenylpropionsiure und Oxyphenylessigsiure mit dem mitt- 
leren Mol.-Gewicht 159 vorliegt, so entspricht dies 1,606 Oxy- 
siure. Daf es sich wirklich um aromatische Oxysiuren handelt, 
wurde durch folgende Reaktion bestitigt: 


1. Millonsche Reaktion erst intensiv; 

2. Verhalten zu 3°/,iger Kisenchloridlésung: grauvioletie 
Farbung, die sich schnell in ein schmutziges Graugriin 
umwandelt’*). Ich fiige noch hinzu, daf auf Zusatz von 
Essigséure zu dieser Reaktionsmischung eine orange 


‘) Mein Praktikum der physiolog. Chemie, 1. Aufl. (1893) S. 267. 
Ausfiihrliche Literaturangaben iiber die Reaktion des Leims mit Millon- 
schem Reagens bei C. Th. Mérner. Diese Zeitschr. Bd. 28, S. 485 (1899). 

*) Vgl. H. Salkowski, Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 12, S. 1489 (187"). 


“Wl 
: 
; 
Oe 
+, 
— 
— 
: 
i; 
f 
© 
Sates 
‘ 
. 


Uber die Benzolderivate im Glutin u. den EiweiBgehalt der Gelatine. 35 


gefarbte Lésung entstand. Ein Gemisch der beiden Oxy- 
siiuren, von den friiheren Eiweiffiulnisversuchen stam- 
mend, zeigte dasselbe Verhalten, wahrend stark verdiinnte 
Eisenchloridlésung sich auf Essigsiurezusatz nur gelb 
firbte. 

3. Mit Bromwasser Triibung, dann Niederschlag. 


Fiir die Berechnung der prozentigen Menge kommt einerseits 
jer Wasser- und Aschegehalt der Gelatine in Betracht, ander- 
seits der Stickstoffgehalt des bei der Verarbeitung erhaltenen 
Alkoholniederschlages, der, auf Eiweif} umgerechnet, von der 
zum Versuch genommenen Quantitaét Gelatine in Abzug zu 
bringen ist. 

Die angewendete Gelatine enthielt rund 83°/, organische 
Substanz') = 1660 g. Der ungeléste Riickstand aus 2 Kilo 
Gelatine wog 136g. Derselbe bestand zum gréf ten Teil aus 
anorganischer Substanz (viel Eisenoxyd aus dem Destillier- 
gefiB stammend), enthielt nur 4,26°/, N*) = 26,625 g Eiweil}- 
substanz. Das ergibt fiir die ganze Quantitaét 35,67 g N-Substanz. 
Hs sind somit 1660 —387,7 = 1624,3 g organische Trocken- 
substanz zersetzt. Da die Oxysiuren aus °/,, der ganzen 
Menge stammen = 1462 g, so ergibt sich die Quantitaét der aus 
aschefrei und wasserfrei gedachten Substanz entstandenen 
Oxysauren = 0,11°/;. Der noch vorhandene Rest der Oxy- 
siuren wurde auf dem Wasserbad eingeengt, die am niichsten 
Tage ausgeschiedenen Kristalle abgeprefit. Ihr Schmelzpunkt 
lag bei 120°. Fiir eine zur Kontrolle hergestellte Mischung 
gleicher Teile der beiden Séuren von friiheren Versuchen 
wurde der Schmelzpunkt zu 125° gefunden. Es war nun 
noch zu untersuchen, ob vielleicht den Oxysiéuren eine merk- 
liche Quantitét Bernsteinsiure beigemischt sei, eine Frage, 
die bei den Oxysiiuren aus Fibrin nicht hatte untersucht 
werden kénnen, da das Material inzwischen durch einen un- 
sliicklichen Zufall im Laufe der langen Zeit verloren gegangen 


1) 0,9256 g verloren bei 110° 0,1398 g Wasser und gaben 0,0174 g 
Asche. 
*) 0,706 g erforderten bei der Kjeldah]bestimmung 4,3 ccm 0/,-Saure. 
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war. Es handelte sich also um ein Verfahren, das gestattete. 
relativ kleine Mengen von Bernsteinsiure neben den Oxysiiuren 
aufzufinden. Hierzu schien mir das Verhalten der Bleiverbin- 
dungen geeignet. Etwa 2 g des Gemisches der beiden Oxy- 
siiuren aus den friiheren Versuchen wurden in Wasser gelist, 
0,1 g Bernsteinsiiure in Lésung hinzugesetzt und die gemein- 
same Lisung der drei Séiuren mit tiberschiissigem, frisch aus- 
gefalitem und ausgewaschenem Bleicarbonat auf dem Wasser- 
bad zur Trockne gedampft, der Abdampfungsriickstand in 
emen Kolben gebracht und mit Alkohol erhitzt, wobei er 
gréftenteils in Lésung ging, abfiltriert und mit Alkohol nacli- 
gewaschen. 

a) Der Riickstand wurde in starker Essigsiure gelist, durch 
H,S entbleit, von PbS abfiltriert und eingedampft. Der Ein- 
dampfungsriickstand wurde nach dem Vorgange von Neuberg’) 
mit Ammoniak und Zinkstaub zur Trockne gedampft, dann im 
Reagenzglas stark erhitzt: die Diimpfe fiirbten einen mit Salz- 
siure benetzten Fichtenspan intensiv rot?). 

b) Die alkoholische Liésung schied beim Stehenlassen einen 
weifien Niederschlag aus, der sich bei hinreichendem Wasser- 
zusatz liste. Aus der mit H,S entbleiten, vom PbS abfil- 
trierten Lésung wurden die Oxysiiuren zuriickerhalten. Eine 
kleine Probe der zu dem obigen Versuch angewendeten Oxy- 
siuren fiir sich nach dem Neubergschen Verfahren unter- 
sucht, gab keine Rétung des Fichtenspans, abgesehen von 
einer ganz minimalen Rétung an einzelnen Stellen. Wahr- 
scheinlich hing den Sauren, obwohl sie gut kristallisiert waren, 
doch noch etwas Bernsteinsiure an. 

Nunmehr wurden die noch vorhandenen Reste der Oxy- 
siuren mit Bleicarbonat abgedampft usw. Das Ergebnis war 
nicht vollkommen negativ, indessen so minimal, daB die Bern- 
steinsiiure fiir die quantitative Bestimmung kaum in Betracht 


1) Neuberg, Diese Zeitschr. Bd. 31, 8. 574 (1900/01). 

*) Die sogenannte ,Hustenreaktion* ist hier nicht anwendbar, da 
die Uxysiuren beim Erhitzen ebenso stark zum Husten reizende Dimpfe 
geben, bekanntlich auch die Benzoesiiure, wie denn iiberhaupt die , Husten- 
reaktion* nur selten verwendbar ist. 
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kommt. Es ist iiberfliissig, zu sagen, dai die Bernsteinsiure 
aus der Asparaginsiiure des Leims stammt. 

Es fragt sich, ob aufer der Oxysiéure noch Phenol nach- 
weisbar war. Nur in 2 Versuchen aus im ganzen 800 g ist 
hierauf geachtet worden. Es ergaben sich 0,010 g dem Gange 
der Untersuchung als Phenol anzusehende Substanz. Die wiiti- 
rige Lésung gab mit Bromwasser Triibung und im Laufe einer 
halben Stunde kristallinischen Niederschlag, mit Ferrichlorid 
schmutziggriine Fiarbung. 

Damit ist also erwiesen, dafi die in Arbeit genommene 
Gelatine eine nicht ganz zu vernachlissigende Quantitaét der 
Tyrosingruppe enthielt. ImWiderspruch damit hat Selitrenny 
bei der Fiiulnis des Leims keine Oxysiuren erhalten, abgesehen 
von ganz ininimalen Spuren. Hs ist indessen nicht unméglich, 
dai der von ihm angewendete Bacillus liquefaciens die Oxy- 
siure reduziert hat, haben wir ja auch einmal aus Tyrosin 
Hydrozimtsiure erhalten, wenn auch nur eine kleine Quantitit. 


3. Die Phenylgruppe. 


Dab Glutin — soweit man die Handelsgelatine als Glutin 
bezeichnen kann — die Phenylgruppe enthilt, ist lange be- 
kannt. Es geht schon aus den alten Versuchen von Schlieper 
und Guekelberger?) hervor, die bei der Oxydation von 
Knochenleim mit Kaliumchromat und Schwefelsiiure Benzoe- 
siiure im Destillat erhielten, weiterhin aus den Versuchen von 
Spiro®), endlich aus der Darstellung von Phenylalanin durch 
Emil Fischer, Levene und Aders*). Uber die Mengenver- 
haltnisse ist wenig bekannt. Phenylalanin wurde nur zu 
),4°/, erhalten, indessen sagen die genannten Autoren, dafi 
in Wirklichkeit der Gehalt sicher sehr viel héher sei. 


*) Selitrenny, Malys Jahrb, Bd. 19, S. 514. 

*) Schlieper, Annal. der Chemie Bd. 59, 8.1, Guckelberger da- 
selbst Bd. 64, zitiert nach Gmelin, Handbuch der organ. Chemie 4. Aufl, 
Bd. 4, S, 2297. 

5) Spiro, Hofmeisters Beitrége zur chemischen Physiologie usw. 
Bd. 1, S. 347. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 35, S. 70 (1902). 
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Selitrenny (1. c.) hat aus Leim ebenso wie aus Eiweif, 
bei der Faulnis Hydrozimtsiure erhalten. Beziiglich der Quan- 
titat sagt Selitrenny, dem Malyschen Jahresbericht zufolge. 
daf} sie ,mit dem Verlust etwa 1°/, betrage, da aber nur dic 
Halfte des Leims in kristalloide Produkte umgewandelt sei, 
so diirfte ihre Menge wohl 2—3°/, betragen“. Die Angabe ist, 
wie man sieht, reichlich unbestimmt. 

Fiir die Entscheidung der Frage iiber die GréBe der 
Phenylgruppe in der Gelatine standen mir nur die Natrium- 
salze der fliichtigen und aromatischen Séuren aus 400 g Gelatine 
zur Verfiigung. Das Salzgemisch wurde in Wasser gelist, dic 
Lésung mit verdiinnter Schwefelsiure kongosauer gemacht, 
mit Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten atherischen Aus- 
ziige abdestilliert, der Ather méglichst entfernt und das riick- 
stiindige Ol im Fraktionierkélbchen bis zum Siedepunkt von 
etwa 170—175° destilliert. Es fragte sich nun, wie man den 
Gehalt des riickstindigen Ols an Hydrozimtsiiure bzw. Pheny!- 


essigsiure feststellen sollte. 

Zur Feststellung des Gehalts habe ich in meinen friiheren Versucheu, 
wo es sich um die gleiche Frage beim Eiweif handelte, das Ol in Natriun. 
carbonatliésung gelist und diese Lisung in passender Quantitaét einem 
Kaninchen eingegeben, das die Siiure dann als Hippursiiure bzw. Phen- 
acetursiiure ausscheidet. Diese Siuren wurden in itherische Lisung iiber- 
gefiihrt, der Stickstoffgehalt der Atherlésung bestimmt und hieraus div 
Hydrozimtsiiure berechnet'), Im vorliegenden Falle glaubte ich aus ver- 
schiedenen Griinden von der Benutzung des Organismus absehen zu sollen 
Die Kinfiihrung der Schlundsonde ist keine ganz leichte Prozedur: ¢s 
kommt gelegentlich einmal vor, daf man in die Luftréhre gelangt ode: 
gar den Oesophagus perforiert. Die Erscheinungen sind nicht imme: 
gleich so markant, daf man von der Einspritzung absieht, so dah das 
Material, das im vorliegenden Falle wolil als kostbares bezeichnet werden 
kann, da so viel aiuferst unangenehme Arbeit daran hingt, also eventuel! 
verloren geht, Dieses Risiko wollte ich nicht laufen. Es liegt aber noch 
ein zweiter Grund vor. Thierfelder und Shervin®) haben gefunden, 
daB beim Menschen Phenylessigsiure nicht als Phenacetursiiure im Hara 
erscheint, sondern als Phenylacetylglutamin resp. als Phenylacety]glutamin- 
Harnstoff. Es ist nicht ausgeschlossen, daS§ dieser Vorgang neben de: 
Phenacetursiurebildung auch beim Kaninchen erfolgt, die Bestimmung des 


1) Diese Zeitschr. Bd. 9, S. 501 und Bd. 105, S. 246. 
*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. Bd. 47, S. 2639. 
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N-Gehaltes des Atherauszuges somit keinen bindenden SchluB auf die 
Quantitit der Benzoesiure-Homologen zulibt. 


Aus den angegebenen Griinden sah ich von der Benutzung 
des Organismus als Oxydationsmittel ab und beschloB, die 
Oxydation des Siuregemisches in alkalischer Lésung mit 
‘Kaliumpermanganat vorzunehmen in der Erwartung, daf die 
fitichtigen aliphatischen Siiuren vollstindig oxydiert werden 
wiirden, die Benzoesiiure-Homologen zu Benzoesiure. Ein 
Vorversuch hatte mir gezeigt, dafi man aus Hydrozimtsaure 
auf diesem Wege leicht Benzoesiiure erhalt. Der Riickstand 
im Destillierkolben wurde daher mit Wasser und Natronlauge 
in Lésung gebracht und zunichst die Halfte der Lésung unter 
wiederholtem Zusatz von Kaliumpermanganatlésung so lange 
erhitzt, bis neben dem MnO, eine Griinfiirbung von Manganaten 
bestehen blieb. Dann die zweite Hilfte ebenso behandelt. Der 
Uberschu8 von Kaliummanganat wurde durch Alkohol entfernt, 
von dem in dichter Form ausgeschiedenen MnO, abgenutscht 
und nachgewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden ein- 
gedampft und nach dem Ansiuern ausgeithert. Die Ather- 
lisung hinterlieS ein Ol, das noch nach fliichtigen Sauren roch 
und bis zum nichsten Tage nicht kristallisierte. Die Oxy- 
dation in alkalischer Lésung wurde daher wiederholt, stunden- 
lang — zum griéfiten Teil auf dem Wasserbad — erhitzt und 
so Jange Kaliumpermanganat hinzugesetzt, bis auch nach 
langem Erhitzen die violette Fiarbung bestehen blieb, dann 
ebenso wie vorhin verfahren. Schon beim Ansiuern der 
alk alischen Liésung im Scheidetrichter fiel ein weifier Schaum 
aus. Der Atherauszug wurde abdestilliert, die restierende 
Atherlésung in ein gewogenes Bechergliischen gebracht, das 
in ein erhitztes Wasserbad versenkt war. Das OI erstarrte 
beim Herausnehmen des Gliischens aus dem Wasserbad sofort 
unter den Augen strahligkristallinisch von verschiedenen 
Kristallisationspunkten aus. Der Riickstand roch ein wenig 
nach Benzaldehyd. Dieser Geruch hatte sich schwach auch 
bei der Oxydation bemerkbar gemacht’). Der erstarrte Riick- 


1) Beziiglich des Verhaltens der Zimtsiure bei der Oxydation heibt 
es in Beilstein, 3. Aufl., Bd. 2, S. 1405: ,Durch Oxydationsmittel (ver- 
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stand wog 3,52 g. Er léste sich in Natriumcarbonatlésung 


leicht und fast vollkommen klar; auf Zusatz von Salzsiure 
fiel eine Siure aus, die abfiltriert und ausgewaschen, auf 
Filtrierpapier getrocknet wurde. Ihr Schmelzpunkt, an einem 
Anschiitzschen Thermometer bestimmt, lag bei 121° Es 
kann also keinem Zweifel unterliegen, dafs es sich um Benzoe- 
siiure handelt. Der Sicherheit halber wurde noch der Silber- 
gehalt des Silbersalzes bestimmt. Zu dem Zweck wurde die 
Séure zur Entfernung etwa noch anhaftender Salzséure aus 
heifiem Wasser umkristallisiert. Sie schied sich in der typi- 
schen Form glinzender Blittchen aus. Das Silbersalz durch 
Lésen der Siéiure in verdiinntem Ammoniak, Abdampfen dev 
Lésung bis zur schwachsauren Reaktion, Zusatz von Silber- 
nitratlésung in Uberschuf, Abnutschen und gutes Nachwaschen 
dargestellt, wurde iiber Schwefelsiure getrocknet. 0,3908 g 
gaben beim Gliihen 0,1836 g Ag, entsprechend 46,98°/,. Benzoe- 
saures Silber erfordert 47,16°/,. 

Rechnet man die Benzoesiure auf Hydrozimtsiiure um, 
so ergeben sich 4,328 g. Von der angewendeten Gelatine 
sind rund 83°/, organische Substanz'). Danach berechnet sich 
die Quantitaét der entstandenen Hydrozimtsiure zu 1,30°/,. 
Dabei kommt allerdings noch in Betracht, dafi in diesem 
Falle die Quantitaét der nicht zersetzten Gelatine nicht be- 
stimmt ist, die Quantitét der Hydrozimtsiure wiirde sich mit 
Beriicksichtigung dieses Umstandes etwas héher stellen, ander- 
seits aber kommt in Betracht, dai der gewogene Riickstand, 
wenn er auch kristallinisch erstarrt war, doch vielleicht nicht 
ganz reine Benzoesiure darstellte. Man kénnte gegen die 


diinnte Salpetersiure — Simon, Bleisuperoxyd, Annalen Bd. 55, S. 1 —) 
wird Zimtsiure zunichst in Bittermandelél (Unterschied der Zimtsiure von 
der Benzoesdure) und dann in Benzoesiure tibergefiihrt.* Ich habe mich 
davon tiberzeugt, daf auch bei der Oxydation von Zimtsiure mit Kalium- 
permanganat in alkalischer Lisung Geruch nach Benzaldehyd auftritt. 
Bei der Oxydation kiuflicher Hydrozimtsaure habe ich dies nicht fest- 
stellen kénnen. Sollte vielleicht der Faulnishydrozimtsaéure etwas Zimt- 
siure beigemischt sein? 
1) Siehe oben. 
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Rechnung noch einwenden, daf} bei der Oxydation ja ein Ver- 
lust durch die Bildung von Benzaldehyd stattgefunden hat. 
Der Geruch danach war indessen recht schwach, ich glaube 
nicht, daf$ durch die Bildung desselben irgend merkliche 
Fehler entstanden sind. 

Das von den bisherigen Anschauungen abweichende Er- 
gebnis der vorliegenden Untersuchung ist die Entstehung merk - 
licher Mengen von aromatischer Oxysiiuren aus der Gelatine. 
Man kénnte vielleicht der Meinung sein, dafi diese aus dem 
Impfmaterial stammen. Bei der geringen Quantitaét desselben 
ist dies ganz ausgeschlossen, viel niher liegt die Erklirung, 
dai die Gelatine nicht nur aus Glutin besteht, sondern Eiweifi- 
kérper enthalt. Diese Annahme wird ja auch allgemein ge- 
macht. Sie ist darin begriindet, dafi die Knochen nicht nur 
Ossein enthalten, sondern auch Osseomucoid und nach Hawk 
und Gies Osseoalbumid’). Es ist wohl anzunehmen, daf bei 
der fabrikmafigen Darstellung der Gelatine hieraus pepton- 
artige Kérper entstehen werden; ganz ausgeschlossen ist, bei 
der bekannten Fihigkeit des Glutins, unlésliche Kérper in 
Lésung zu halten’), vielleicht auch_nicht, daf} der Leim direkt 
Eiweifi enthalt *). 

Ich habe mich mehrfach bemiiht, aus der Gelatine einen 
eigentlichen Eiweifkérper darzustellen oder wenigstens eine 
Fraktion zu isolieren, welche entscheidende Reaktionen fir 
Kiweifs gibt. Von vornherein aussichtslos erschienen die Be- 
miihungen nicht, wenn auch gerade nicht sehr aussichtsreich. 
Das Fibrin hat, Oxysiure und Phenol zusammen als Phenol! 
berechnet, 2,85 °/, Phenol geliefert. Die aus dem Leim er- 


1) Vgl. Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie, 8. Aufl. (1914)’ 
111 und 520. — Cohnheim, Chemie der Eiweifkirper, 3. Aufl. (1911), 
8.270 und 375. 

*) Beziiglich dieses Punktes méchte ich an meine alten Beobachtungen 
trinnern, dem Leim die Eigenschaft zukommt, Hypoxanthinsilberoxyd 
in Lisung zu halten, Pfliigers Arch. Bd. 4, S. 94. 

3) Es steht iibrigens nicht fest, daB die kiufliche Gelatine nur aus 
Xnochen dargestellt wird; es kiénnte auch Bindegewebe bzw. Sehnen dazu 
benutzt werden; ich habe hieriiber nichts Sicheres feststellen kiénnen. 
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haltenen 0,11 °/, Oxysiiure entsprechen 0,065 °/, Phenol, wobei 
allerdings die kleine Quantitiit des aus dem Leim erhaltenen 
Phenols selbst unberiicksichtigt bleibt. Legt man diesen Ge- 
halt zugrunde, so wiirden im Leim etwa 2,3 °/, Eiweib ent- 
halten sein. 

Ehe ich iiber die wenig befriedigenden Ergebnisse berichte, 
méchte ich einige Bemerkungen iiber die Reaktion machen, 
die ich zur Charakterisierung des Kiweifes neben der Millon - 
schen benutzt habe, namlich die mit p-Dimethylamidobenz- 
aldehyd. Rohde’) ist wohl der erste, der diese auf dem Ge- 
halt des EiweiBes an Tryptophan beruhende Reaktion als ty- 
pisch fiir Eiweifi angegeben und empfohlen hat. Rohde be- 
schreibt die Reaktion folgendermafien: ,, Im Reagenzglas werdeu 
zu der Kiweiflésung oder in Wasser aufgeschwemmtem Ki- 
weif} 5—10 Tropfen einer 5°/,igen schwach schwefelsauren 
(10°/,) Lésung von p-Dimethylamidobenzaldehyd gefiigt; dann 
lift man vorsichtig unter hiiufigem Umschiitteln konzentrierte 
Schwefelsiure bis zum Auftreten der Farbe*) zufliefen.“ 

Weiterhin sagt R.: ,Als Saéure wurde anfinglich kon- 
zentrierte Salzsiure benutzt, doch bald wegen der leichten 
Tiuschung durch die eintretende Liebermannsche Reaktion 
verworfen; zuletzt wurde nur konzentrierte Schwefelsiure 
angewendet. “ 

Die Berechtigung dieses Kinwandes gegen die Anwendung 
von konzentrierter Salzsiiure ist nicht recht abzusehen, denn 
schlieflich ist die Liebermannsche Reaktion wahrscheinlich 
doch auch nichts anderes als eine Reaktion auf Tryptophan, 
auferdem aber wird die Konzentration beim Zusatz von Salz- 
siure, wenn sie nur einen Teil der Lésung ausmacht, doch 
nie so groB, dafi sie allein das Kintreten der Liebermannschen 
Reaktion bewirkt. Ich ziehe nach meinen Erfahrungen mit 
Lésungen von Witte-Pepton und Leimpepton®) (2—2'/e°), 


1) Diese Zeitschr. Bd. 44, S. 164. 

*) sce. violetten. | 

3) Sammlungspraparat, seinerzeit von mir durch Pepsinverdiinnun;, 
dargestellt, wenig Albumose enthaltend. 
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und darunter) sowie mit Indolaminoproprionsiiure (0,1 °/, und 
darunter) die Reaktion mit Salzsiiure nach Steensma?) vor, 
und zwar in folgender Form: 


Man setzt Vol. einer 2°/,igen alkoholischen p-Dimethy!]- 
aminobenzaldehyd hinzu, dann 3/, bis */: Vol. (auf das Ganze 
hezogen) rauchende Salzsiure. Zégert der Eintritt der Reak- 
tion, so erhitzt man gelinde. Statt der alkoholischen Lisung 
kann man auch die schwefelsaure, von Rohde angegebene, an- 
wenden. 


Als Vorziige der Reaktion mit Salzsiure eventuell unter 
Zusatz von N,NO, erscheinen mir folgende: 


1. Die Reaktion tritt zwar langsamer ein, ist aber 
haltbarer. Die violette Farbe wandelt sich allmihlich in 
mehr oder weniger tiefes Blau um, das sich wochenlang, 
ja monatelang halt. Ob man die schwefelsaure Lisung des 
Aldehyds anwendet oder die alkoholische, scheint ziemlich 
gleichgiiltig zu sein: die Farbung schien bald bei der einen, 
bald bei der andern intensiver. Zweckmiafig stellt man die 
Reaktion in beiden Formmen an und laBt sie bis zum niichsten 
Tage stehen. 


2. Die Reaktion mit Schwefelsiiure kann  verfehlt 
werden oder schlecht ausfallen, wenn man zuviel Schwefel- 
siure hinzusetzt, was leicht geschehen kann, da man natiir- 


lich bemiiht ist, eine miglichst intensive Farbung zu er- 
halten. 


3. Ich gedachte, den Farbstoff mit Amylalkohol aus- 
zuschiitteln, besonders zum Zweck spektroskopischer Unter- 
suchung. Das geht mit der schwefelsauren Liésung nicht. 
tohde bemerkt schon: ,Als Lésungsmittel fiir die drei 
gefirbten Verbindungen sind wirksam Wasser und Alkohol, 
unwirksam Ather, Amylalkohol, Schwefelkohlenstoff und 
Petrolither.**) Stellt man aber die Reaktion mit Salzsiiure 


1) Steensma, Diese Zeitschr. Bd. 47, 8S. 25 (1906). 
*) Rohde hat auBerdem noch Vanillin und p-Nitrobenzaldehyd an- 
sewendet, 
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an, so nimmt Amylalkohol den Farbstoff auf, allerdings auch 
nicht’ so glatt: es entstehen hiaufig triibe Mischungen, die 
sich nur schwer absetzen, und dann findet man oft auch den 
Amylalkohol wenig gefirbt. Der Farbstoff geht iibrigens aus 
der etwas angewirmten Reaktionsmischung leichter in den 
Amylalkohol iiber, als aus der kalten. 


Konstant sind folgende Erscheinungen. Stellt man die Re- 
aktion mit einer 2- bis 2?/,°/, igen albumosehaltigen Leimpepton- 
lésung an, so erhalt man beim Schiitteln mit Amylalkohol 
vanz oder fast ganz klare Lésungen. Gief$t man dieselbe oder 
einen Teil in das gleiche Volumen Wasser, so tritt sofort eine 
Scheidung ein, und zwar bleibt der Farbstoff im Amylalkohol. 
Das Verhalten erinnert an die von Neuberg') vor kurzem auf- 
gefundenen und von ihm unter der Bezeichnung , Hydrotropie* 
zusammengefaiten Erscheinungen. Die Beobachtungen von 
Neuberg beziehen sich auf eine grofe Zahl von Kalium- und 
Natriumsalzen organischer Siuren, ihnen wiirde sich das Leim- 
pepton anschliefen. Zum Auftreten der Erscheinung, d. h. zur 
Bildung einer klaren Lisung, darf das Leimpepton in der an- 
gegebenen oder etwas geringeren Konzentration nicht fehlen*): 
aus Mischungen von 1 Vol. Wasser, '/, Vol. Alkohol (Methy!- 
oder Athyl-), konzentrierter Salzsiiure und etwa der Hiilfte des 
Gemisches Amylalkohol setzt sich der Amylalkohol zwar auch 
sehr langsam ab, aber schlieBlich doch. 

LibBt man das Reaktionsgemisch (mit 2 bis 21/, °/, Pepton 
, Witte*) mit dem Amylalkohol stehen, so nimmt meistens die 
Blaufiirbung des Amylalkohols an Intensitaét zu, obwohl in der 
Regel ein Teil des Farbstoffes in die wisserige Lésung zuriick- 
diffundiert. Auch wenn man den Amylalkohol abgetrennt hat, 
firbt er sich tiefer. Nicht selten ist die Amylalkohollésung 
nach mehrtigigem Stehen viéllig klar und so tief dunkelblau 
gefirbt, daf} man sie zur spektroskopischen Untersuchung ver- 
diinnen mufi. Bei passender Verdiinnung zeigt die Liésung 


') Neuberg, Biochem. Zeitschr. Bd, 76, 8. 107 (1916). 
*) Die Anwesenheit oder Abwesenheit des Aldehyds ist natiirlich 
vleichgiiltig. 
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einen Absorptionsstreifen zwischen D und C. Anscheinend ist 
die Farbe unbegrenzt haltbar, wenigstens bleibt sie monate- 
jang unverindert. Die beschriebenen Erscheinungen sind die 
Regel, indessen kommen auch Ausnahmen vor, mitunter 
nimmt die Intensitét der Fiirbung nicht zu. Die Ursache 
dieser Abweichung aufzufinden, ist mir nicht gelungen. Selbst- 
yerstiindlich beweist die Reaktion an sich nicht Kiweif}, son- 
dern nur die Indolaminopropionsiure in demselben. 

Fiir den Nachweis sehr kleiner Mengen von Eiweif} empfiehlt 
Rohde die Schichtprobe mit konzentrierter Schwefelsiure, und 
zwar soll man den Aldehyd zu 1 °/, in der Schwefelsiure lésen. 
Wie ich gesehen habe, kann man ebensogut den Aldehyd in 
der von Rohde angegebenen schwefelsauren Lisung der zu 
priifenden Fliissigkeit hinzusetzen und sie dann mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure unterschichten, was hequemer erscheint. 
Zu der Schichtprobe bemerkt Rohde: ,Beweisend ist nur der 
Farbenring, nicht eine diffuse Farbung der einen oder andern 
Flissigkeit.“ In der Tat kann der rétliche Farbenton auch 
ohne die Gegenwart von EKiweifi bzw. Tryptophan auftreten. 
Die Feinheit der Reaktion schiitzt Rohde fiir Kasein auf 
0,015 °/,, ich habe mich hiemit nicht eingehend beschiiftigt, 
da ich kein unmittelbares Interesse an dieser Frage hatte, 
fand sie jedoch ungefihr iibereinstimmend damit an einer Li- 
sung von 0,02°/, Pepton , Witte‘. Die Reaktion unter An- 
wendung von Salzsiure statt Schwefelsiiure ist an einer solchen 
nicht weniger fein, namentlich, wenn man die Mischung ein 
wenig erhitzt. ich médchte_raten, die Reaktion in beiden 
Formen nebeneinander anzustellen. Da man auch bei An- 
wendung von Salzsiiure die schwefelsaure Lésung des Aldehyds 
anwenden kann, so ist die Miihe der doppelten Ausfiihrung 
nur gering. 

Ich komme nun zu den Versuchen, die Kiweifgruppe aus 
der kiuflichen Gelatine zu isolieren. Es wurden zwei Wege 
eingeschlagen. C. Th. Mérner’) hat angegeben, dafi man 
die Gelatine durch lingeres Einlegen in 0,2—0,5°/,ige Kali- 


) C. Th. Mérner, Diese Zeitschr. Bd. 28, S. 485 (1899). 
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lauge und nachfolgendes Waschen reinigen kénne. Rohde 
gibt an, daf} ungereinigte Gelatine mit seiner Reaktion positiv 
reagiere, gereinigte dagegen nicht, also frei ist von Eiweifi, 
Danach wire das Eiweif} in der alkalischen Fliissigkeit zy 
suchen. Das Prinzip ist auferordentlich einfach, die Aus- 
fiihrung jedoch recht unerquicklich. 


Im ersten Versuch wurden 25 g Gelatine mit 1 Liter 0,5°/,iger 
Kalilauge iibergossen. Die Kalilauge bedeckte die Gelatine vollstindig, 
Schon nach 6 Tagen war die Gelatine so stark gequollen, dah bei dem 
Versuch, die Masse durch Leinwand zu klaren, fast nichts abfloB. Sie 
wurde daher in die benutzte Schale zuriickgebracht, was nattirlich mit 
erheblichem Verlust verbunden war, und mit einem weiteren Liter W asser 
durchgerithrt. Da auch jetzt nur déuferst wenig von selbst durch Leinwand 
hindurchfloB, wurde versucht, die Filtration durch gelinden Druck mit der 
Hand zu befirdern. Dabei gelangte aber duierst fein verteilte Gelatine in 
die Kolatur und die nachfolgende Filtration durch Papier ging trotz 
wiederholtem Verdiinnen und Filterwechsel duferst schlecht, so daB schliels- 
lich ein Anteil aufgegeben werden mufte. Die vereinigten Filtrate wur- 
den zuerst auf freiem Feuer, dann auf dem Wasserbad auf etwa 50 ccm 
eingedampft, dann in das mehrfache Volumen Alkohol absolutus ein- 
gzegossen, wobei sich cine ziihe Masse ausschied. Der Alkohol konnte am 
nachsten Tage ohne Verlust abgegossen und durch neuen Alkohol ersetzt 
werden. Nach abermals 24 Stunden wurde die Masse noch im Alkohol 
mit dem Spatel méglichst zerkleinert, der Alkohol abgegossen und durch 
Ather ersetzt. Nach 24 Stunden wurde filtriert und die harte Masse in 
der Reibschale trocken gerieben. Man erhielt so ein weibes, staubendes 
Pulver im Gewicht von 3,9 g, das sich mit griéfter Leichtigkeit in Wasser 
léste. Zur Herstellung einer 2'/,°/,igen Lésung wurde 1 g auf 40 ccm 
in einem Erlenmeyer-Kélbchen befindlichen Wasser aufgeschiittet und ohne 
daran zu riithren, stehen gelassen. Nach kurzer Zeit war die Substanz 
véllig zu einer etwas triiben, ziemlich stark alkalischen Lisung geldst, 
die ganz klar filtrierte. Mit dieser Lisung, sowie einer zweiten, ebenso 
hehandelten Quantitit, wurden die Reaktionen angestellt. 


Aus der Quantitiit der im Faulnisversuch erhaltenen Oxy- 
siuren geht hervor, daf} die Gelatine nicht mehr wie rund 
2,3 °/, EiweiSkérper enthalten kann. Aus dem Gewicht der 
auf dem beschriebenen Wege trotz grofer Verluste erhaltenen 
Substanz von 3,9 g = 15,6 °/, der Gelatine folgt also, da die 
Substanz nur zum kleinsten Teil aus Eiweifs bestehen kann. 
In der Tat verhielt sie sich zu Reagentien wie Leimalbumose ’). 


1) Vgl. auch die folgende Mitteilung. 
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Die Millonsche Reaktion war negativ, Essigsiure + Ferro- 
cyankalium erzeugte keine Triibung, bei Anstellung der Aldehyd- 
reaktion war die Firbung vielleicht etwas stiarker wie bei 
21/,°/, iger Gelatine bzw. Leimalbumose. Beim Erhitzen mit 
bleihaltiger Natronlauge entstand keine Schwarzung. In ihrem 
ganzen Verhalten wiirde die Substanz etwa dem Hofmeister- 
schen') Semiglutin entsprechen, 

Bei einem zweiten Versuch wurden 25 g Gelatine in einem groben 
Glasstutzen mit 3 Liter Kalilauge von 0,25°/o iibergossen und unter 
liiufigem sanften Riihren mit einem Glasstab 14 Tage stehen gelassen. 
Die Gelatine war stark gequollen. Die Masse wurde auf ein Drahtsieb 
gebracht, das Ablaufen der Lisung durch leises Riitteln befirdert, wieder- 
holt mit destilliertem Wasser gewaschen, die gesamten Lisungen und 
Waschwisser durch Papier filtriert, das Filtrat — im ganzen etwa 
) Liter — eingedampft und im iibrigen cbenso verfahren, nur mit dem 
Unterschied, daf beim Eindampfen zur Vermeidung der Einwirkung des 
Alkalis, wiederholt Essigsiiure hinzugesetzt wurde. Das Endergebnis war 
dasselbe. Auffallenderweise zeigte in diesem Falle die erhaltene Lisung 
schon beim Zusatz von 10 Tropfen der schwefelsauren Aldehydlésung ohne 
Séurezusatz Orangefirbung, die bald in Gelb iiberging, bei dem Gebrauch 
der alkoholischen Lisung war dieses nicht der Fall. In diesem Falle 
wurde auch die riickstiindige Gelatine verarbeitet. Sie wurde durch tage- 
langes Waschen mit oft erneuertem Leitungswasser durch Dekantieren 
zewaschen, dann durch EingieBen von heifem Wasser gelist, die Lésung 
stark eingeengt und mit Alkohol gefallt usw. 

Rohde gibt an, daB sich die gereinigte Gelatine von der ungereinigten 
durch das Ausbleiben der Farbenreaktion mit p-Dimethylamidobenzaldehyd 
unterscheidet. Davon habe ich mich an 1°, igen Lisungen der gereinigten 
und ungereinigten Gelatine (letztere frisch hergestellt und noch etwas 
warm) nicht sicher iiberzeugen kénnen. 


Kin etwas besseres Ergebnis hinsichtlich des Eiweifi- 
nachweises hat ein anderer Versuch, der von der allerdings 
wenig wahrscheinlichen, Voraussetzung ausging, daf} das Ei- 
weifi kolloidal gelést in der Gelatine enthalten sei. 

25 g Gelatine wurden in 250 ccm Wasser gelist, nach 
einigem Erkalten 2,5 ccm Salzsiure von 1,126 D hinzugesetzt, 
einen Tag im Thermostaten digeriert, dann sehr vorsichtig 
mit Natron neutralisiert. Es entstand eine flockige Triibung, 
die man auf Syntonin resp. Albuminat beziehen kann. Es ge- 


1) Hofmeister, Diese Zeitschr. Bd. 2, S. 302. 
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lang nicht, dig Triibung auf dem Filter zuriickzuhalten. Dic 
tribe Fliissigkeit wurde daher mit Kieselgur geschiittelt und 
filtriert. Sie filtrierte unter Anwendung eines Heibwasser- 
trichters véllig klar. Der etwas ausgewaschene Filterriick- 
stand wurde mit heifier Essigséure iibergossen. Das essig- 
saure Filtrat gab positive Reaktion mit Glyoxylsiiure und 
Schwefelsiiure und mit alkoholischer Aldehydlésung und rau- 
chender Salzsiiure eine Violettfiirbung, die jedenfalls viel in- 
tensiver war, als die aus Gelatinelésung zu erzielende. Ks ist 
also bei diesem Versuch bis zu einem gewissen Grade gelungen, 
einen Eiweifikirper aus der Gelatine zu isolieren. 
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Zur Kenntnis der Kiweifikirper der Faulnisbakterien. 
Von 
E. Salkowski. 


Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13, Dezember 1919.) 


Bei Untersuchungen iiber die Kiweiikérper der Bakterien 
hat man, wenn die Bakterien aus einem eiweifhaltigen Medium 
stammen, immer mit der Komplikation zu rechnen, dafs den 
Bakterien Reste des eiweifhaltigen Mediums anhiingen; nur 
ein Bakterienmaterial, das aus einer eiweiffreien Kultur- 
Hiissigkeit stammt, ist nach dieser Richtung hin einwandfrei. 
Dasselbe scheint mir auch fiir die Bakterien der Leimfiulnis 
zu gelten. Kiweifkérper, die man in ihnen findet, miissen — 
soweit sie nicht etwa in ihrem Verhalten mit dem Leim iiber- 
cinstimmen — als Kérpersubstanz angesehen werden. Es ist 
anzunehmen, daB die bei der Fiillung der eingedampften Leim- 
faiulnistliissigkeiten mit Alkohol erhaltenen Niederschlige aufer 
beigemischter anorganischer Substanz nur aus Fiaulnisbakterien 
bestehen, vielleicht etwas Leim beigemischt enthalten. 

Da mir solche Niederschlige von den in der vorher- 
sehenden Arbeit mitgeteilten Versuchen zur Verfiigung standen, 
wollte ich die mir sich bietende Gelegenheit nicht ungeniitzt 
voriibergehen lassen. 

Der inzwischen trocken gewordene Niederschlag aus einem 
Versuch mit 400 g Gelatine wurde mit stark verdiinnter Salz- 
siure behandelt und filtriert. Es ergab sich so eine salzsaure 
Lésung A und ein unléslicher Riickstand B. 

Die Lisung A wurde mit Natronlauge alkalisiert und von 
dem fast ausschlieflich aus Eisenoxydhydrat bestehenden, von 
dem Destilliergefiif} stammenden Riickstand, der nicht weiter 


beriicksichtigt ist, abfiltriert. Die alkalische Lésung gab auf 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 4 


4 
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Zusatz von Salzsiure einen Niederschlag, der sich bei weitere 
Zusatz wieder léste. Die Liésung sei C genannt. 

Der von der verdiinnten Salzsiure nicht geléste Riick- 
stand B wurde ausgewaschen und mit Wasser ausgekocht, in 
dem er sich zum Teil léste. Die filtrierte Lésung D wurde 
mit C vereinigt. Der von heifem Wasser nicht geléste An- 
teil E (von dem sich Proben leicht in Natronlauge listen) 
wurde ausgewaschen und in bekannter Weise mit Alkohol 
und Ather entwiissert und entfettet. Beim Trockenreiben des 
aitherfeuchten Materials wurde das iuBerst feine rehfarbene 
Pulver so elektrisch, dai ein Verlust durch Herausschleudern 
nicht zu vermeiden war. Das Gewicht dieser eiweifiartigen 
Substanz betrug 0,45 g. Da diese Quantitét zur Feststellung 
der Eigenschaften sehr gering erschien, wurde eine weitere 
Quantitit der vereinigten Riickstiinde aus den Leimfiiulnis- 
versuchen, die sich noch vorfanden, in derselben Weise ver- 
arbeitet. Diese Darstellung ergab 1,3 g. Zu den Reaktionen, 
soweit sie nicht mit der Substanz selbst angestellt sind, wurde 
durch Verreiben mit Wasser unter Zusatz von etwas Natron- 
lauge eine 2'/,°/,ige Lésung dargestellt. 

Die vereinigten salzsauren Lésungen von € und D wurden 
mit Phosphorwolframsiure gefallt, der Niederschlag ausge- 
waschen, mit Baryt zersetzt, vom Baryumwolframat abfiltriert 
und der Uberschu® von Baryumhydroxyd durch Ammoniak +- 
Ammoniumcarbonat entfernt, eingedampft, von sich noch aus- 
scheidenden Baryumearbonat abfiltriert und die Lésung auf 
50 cem gebracht. 10 cem gaben beim EKindampfen und Trocknen 
bei 110° 0,344 g. Die Quantitiét der Substanz C + D betrug 
demnach 1,72 g'). Die auf Gehalt von 2'/,°/, gebrachte Li- 
sung zeigte in ihrem Verhalten zu Fillungsmitteln Albumose- 
Charakter. Das Verhalten zu Reagentien findet sich ebenso wie 
das von E in der folgenden Tabelle zusammengestellt, gleich- 
zeitig das Verhalten von Leimalbumose und Eiweifialbumose. 


1) Bei der Verarbeitung der zweiten Quantitiét ist die salzsaure Li- 
sung, die zu der Substanz C -+- D fiithrte, nicht weiter beriicksichtigt, da 
die aus der ersten Darstellung erhaltenen Albumosen zu den Reaktionen 
ausreichten. 
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I] IV 
Leim- Albumose aus] EiweiBkérper 
albumose- | Witte.Pepton Leimfiulnis, |] E aus Leim- 
pepton etwas briiun-| faulnisbak- 
liche Lésung terien 
Erhitzen mit Schwache [Starke Gelb- | Lisung wird] Fillung, die 


Volumen Sal- 
petersiure von 
1,2 D 
Kinige'Tropfen ge- 
siittigter Merceuri- 
chloridlisung 


Jodjodkalium- 
lésung (1 Jod, 
2 Jodkalium, 
100 Wasser) 
Einige ‘Tropfen 
konzentrierter 
Trichloressig- 
siiurelésung 


stirkerer Zusatz 
vonTrichloressig- 
siiurelésung 


Hrhitzen mit alka- 
lischer Bleilisung 


a-Naphtol 
Schwefelsiure 


Millonsche Reak- 
tion 


p-Dimethy}- 
amidobenz- 
uldehyd +-'/, Vol. 
Salzsiure von 
1,19 D 


Formaldehyd- 
reaktion mit Sub- 
stanz 


Biuret-Reak tion 


gelbe Fiir- 
bung, durch 
NaOH zitro- 

nengelb 


Fillung, die 


firxbung, 
durch Natron- 
lauge tief 
orange 


DickeFillung 


DickeFallung 


W asserzusatz 
bleibend 


|Fillung, bei 


zuniichst | auchbeim'Er- 
heller, durch } hitzen bleibt. 
NaOH dankel-| leichte Gelb- 
Dicke weife 

0 Fillung 

0 0 

Starke  Fal- 
0 lung bei Was- 

serzusatz 

bleibend 


Fallung, bei 


Fallung, bei 


Wie bei Il 


sich beiWas- |Wasserzusatz|Wasserzusatz 
serzusatz list] bleibend bleibend 
Starke 
0 schwarzeF iir- : 
bung [| 
0 Positiv 0 0 
0 Positiv| 0 0 
Zuerst0, beim| Rotfarbung, | Die braun- | Wie bei III 
Stehenlassen | allmihlich in |liche Farbung 
schwache gesiittigtes | zeigt leichte 
ritliche Fir- | Violett iiber- | Schattierung 
bung ') gehend*) | nach Rot 
Intensive 
Intensive 
0 Reaktion 0 0 
Positiv Positiv 0 Schwach und 


mehr bliulich 


1) Mit Amylalkohol geschiittelt und stehen gelassen. Am _ niichsten 
Tage Rosafirbung, die z, T. in den Amylalkohol iibergegangen ist. 

2) Mit Amylalkohol geschiittelt und stehen gelassen, Am niichsten 
Tage wifrige Lésung tiefblau, Amylalkohol hellblau, Absorptionsstreifen 
zwischen C und D, 


| 
‘Glyoxylsiu re 
+ Schwef elsiiure 
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Der Tabelle fiige ich noch hinzu, dai sowohl die Albumose 
als auch der Kérper E bei Anstellung der Schwefelreaktion 
nach Siegfried eine schwach positive Reaktion geben. 

Die Angabe in der Tabelle: Reaktion mit Formalinlisung 
und eisenhaltiger Salzsiure bedarf noch einer Erliuterung. 

Es finden sich in der Literatur vielfach Angaben iiber 
die Erkennung von Formaldehyd — urspriinglich in der Milch — 
mit eisenhaltiger Salzsiiure oder Schwefelsiiure bei Gegenwart 
- von Eiweifikérpern, teils in Form von Schichtproben, teils in 
Form von Mischproben. Nach einer brieflichen Mitteilung an 
E. Waser mufi die Reaktion wohl als die von Hehner be- 
zeichnet werden. Ich habe seinerzeit, nur die Reaktion zur 
Auffindung von Formaldehyd in der Milch kennend, eine Aus- 
fiihrungsform derselben beschrieben und wiederholt auf dies 
hingewiesen'). Die Reaktion beruht auf der Anwesenheit der 
Tryptophangruppe im Eiweifimolekiil, wie Himrod und 
Levene’) angegeben haben. Diese Angabe kann ich bestii- 
tigen, es liegt indessen natiirlich kein Grund vor, Tryptophan 
anzuwenden, da Witte-Pepton ja unvergleichlich leichter zu- 
giinglich ist als Tryptophan. 

Man kann nun aber auch umgekehrt Formaldehydlisung 
zur Erkennung der Tryptophangruppe benutzen. Zweckmiifiiz 
wendet man dazu eine Formaldehydlésung in der ungefiihren 
Konzentration von 1 :50000°) an; sie kann auch stiirker sein, 
aber nicht iiber 1:5000. Die schwiicheren Lisungen gebeu 
bessere Reaktionen. Die Ausfiihrung ist nun folgende: Man 
setzt zu der Formalinlésung im Reagenzglas*) das gleiche 
Volumen Salzsiure von 1,19 D und 3 Tropfen 3°), iger Hisen- 
chloridlésung, alsdann eine nicht zu kleine Spatelspitze (die 


1) Biochem. Zeitschr. Bd. 68, 8. 337 (1915) und diese Zeitschr. Bd. 95, 
S. 482 (1915). 

*) Die Quellen kann ich leider nicht zitieren, ich verdanke auch diese 
Angaben Herrn Waser. 

3) Zweckmabig geht man von einer Formalinlésung von 1: 10 aus 
und verdiinnt 3,5—3,7 ccm dieser Lésung auf 1000 ccm (= 1: 10000), 
diese dann weiter. 

*) Ich benutze geriiumige Reagenzgliser von 23 cm Liinge und 18 mm 
innerem Durchmesser. 
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von mir gebrauchte ist etwa 13 mm breit, das Gewicht des 
gefafiten Witte-Pepton betriigt ca. 0,08 g) des zu priifenden 
Eiweibkérpers und erhitzt zum Sieden. Beim Vorhandensein 
der Tryptophangruppe tritt schnell Violettfarbung ein, die in 
ein tiefes und haltbares Blau iibergeht. Bleibt die Reaktion 
aus, So beweist dies das Fehlen der Tryptophangruppe. Zweck- 
mifiig setzt man alsdann noch Witte-Pepton (oder Trypto- 
phanlésung) hinzu. Tritt jetzt die Reaktion ein — es ge- 
schieht iiberrascliend schnell —, so zeigt dies, da die Bedin- 
sungen zum Eintritt der Reaktion richtig getroffen sind, die 
Tryptophangruppe also in dem Untersuchungsmaterial in der 
Tat fehlt. Natiirlich ist die Reaktion auch mit Liésungen 
anzustellen. Man nimmt dann zweckmafig eine etwas kon- 
zentriertere Formaldehydlésung, etwa 1:25000, und hierzu 
das gleiche Volumen der zu priifenden Lésung. Man kann 
natiirlich auch die Mischung von Formaldehyd, Salzsiure und 
Eisenchlorid zuerst zum Sieden erhitzen und dann den zu 
priifenden Kérper eintragen. 

Ausdriicklich méchte ich noch folgendes bemerken: Wah- 
rend die Reaktion auf Formaldehyd mit Eiweifipepton 
(Witte-Pepton) iiuBerst fein ist, ist das fiir diese Reaktion 
mit Formaldehyd keineswegs der Fall, sie kann nur zur 
schnellen Entscheidung dariiber dienen, ob Eiweifipepton oder 
Leimpepton vorliegt. Vor anderen feineren Reaktionen z. B. 
mit p-Dimethylamidobenzaldehyd hat diese Reaktion den 
Vorzug, dafi die erforderlichen Reagentien im Laboratorium 
stets zur Hand sind und dafi die Reaktion, da sie nicht so 
fein, fiir die Frage, ob Eiweili resp. Eiweifipepton oder Leim 
vorliegt, entscheidend ist. 

Es liegt nahe, die an der Albumose aus Leimfaulnis- 
hakterien beobachteten Eigenschaften durch die Annahme eines 
(remisches von Leimalbumose und Eiweifialbumose zu erkliren. 
Dagegen spricht aber folgendes: Es wurde eine Mischung von 
9 Vol. der Leimalbumoselésung und 1 Vol. der Witte-Pepton 
hergestellt. Dieselbe ergab: 1. beim Kochen mit derselben 
alkalischen Bleilésung Briunung und allmihlich schwarzlichen 
Niederschlag: 2. deutliche Reaktion mit Glyoxylsiure; 3. all- 
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mihlich starke Triibung und Niederschlag mit Jodjodkalium- 
lésung; 4. mit einigen Tropfen einer schwefelsauren Liésung 
von p-Dimethylamidobenzaldehyd versetzt bei Zusatz rauchen- 
der Salzsiure intensive Violettfirbung, mit konzentrierter 
Schwefelsiiure geschichtet nach Rohde einen blauen Ring, 
beim Durchschiitteln gesittigt blaue Fliissigkeit. Danach ist 
die aus den Leimfiulnisbakterien erhaltene Albumose eine be- 
sondere, durch den Mangel der Tryptophangruppe und Fehlen 
des Schwefels oder iiufierst geringen Gehalt an Schwefel ge- 
kennzeichnete. 

Was die Substanz E betrifft, so steht sie dem Eiweifi 
nahe, dies geht aus der Fillung durch Salpetersiiure, die beim 
Kochen bestehen bleibt, dem Verhalten zu Mercurichlorid und 
zu Trichloressigsiure hervor, aber auch ihr fehlt die Trypto- 
phangruppe und die Xanthoproteinreaktion ist aufferst schwach. 

Ks sind also in den Faulnisbakterien zwei Eiweifkérper 
gefunden, von denen der eine die déufjeren Charaktere der Al- 
bumose, der andere die eines globulinartigen Eiweifies zeigt, 
denen beiden aber die Tryptophangruppe fehlt, wiihrend der der 
Xanthoproteinreaktion zugrunde liegende Atomkomplex bei der 
Albumose fast ganz fehlt, bei dem Eiweif} auch nur in 
iuBerst geringer Quantitét vorhanden ist. In beiden Kérpern 
habe ich durch die Reaktion von Siegfried (Erhitzen in einem 
engen Reagenzglas, in das ein mit Bleiessig getriinkter Filtrier- 
papierstreifen eingeschoben ist) Schwefelgehalt nachweisen 
kénnen, dagegen fehlt der sogenannte bleischwiirzende Schwefel 
bei dem Eiweifkérper ganz, seine Anwesenheit bei der Albumose 
bleibt zweifelhaft. 


Etwas abweichende Ergebnisse wurden naturgema§ bei einer anderen 
Art der Verarbeitung des Materials erhalten, Allerdings stammte dieses 
nicht wie bisher aus einem Einzelversuch, sondern war ein Teil der ver- 
einigten Riickstiinde der friiheren Versuche; das Material wurde mit Wasser 
ausgekocht. Dabei gingen Albumosen in Lésung. die sich nach Fallung 
mit Phosphorwolframsiure usw. ebenso verhielten, wie die frither aus der 
salzsauren Lisung erhaltenen. Der Riickstand gab nunmehr fast nichts 
an verdiinnte Salzsiiure ab (bei Fiallung der salzsauren Lisung mit iiber- 
schiissiger Natronlauge schied sich Eisenoxydhydrat aus. Die von diesem 
abfiltrierte, mit Salzsiiure angesiuerte Lisung enthielt nur sehr wenig durch 
Phosphorwolframsaure fiallbare Substanz); starkere Salzsiiure extrahierte 
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einen beim Neutralisieren ausfallenden Eiweifkirper, der sich wie der 
Eiweibkérper verhielt. 


Auf die in der Literatur vorhandenen Angaben iiber die 
Zusammensetzung verschiedener Bakterien méchte ich nicht 
eingehen, vielmehr nur darauf hinweisen, dafi Nencki') das 
von ihm dargestellte Anthraxprotein schwefelfrei gefunden hat. 
Da die Reaktion von Siegfried zu Nenckis Zeit noch nicht 
bekannt war, so ist es méglich, daf} auch das Anthraxprotein 
nicht ganz schwefelfrei war. Dali aber Schwefel in irgend 
einer Form fiir die Bakterien nicht absolut unentbehrlich ist, 
zeigt die Méglichkeit des Wachstums und der Vermehrung in 
schwefelfreien oder nur ein Minimum von Schwefel enthalten- 
den Kulturfliissigkeiten, wie die Pasteurschen Lésungen und 
ihnlich zusammengesetzte. 

Es ist wohl anzunehmen, dai auch das Kiweil} der Bak- 
terien im Pansen der Wiederkiiuer, auf dessen Bedeutung fiir 
die Krnahrung in neuerer Zeit wiederholt hingewiesen worden 
ist*), nicht eigentliches Eiweif ist, sondern nur aus dem Ki- 
weif} nahestehenden Kérpern besteht, die bei sonst geniigender 
Beschaffenheit des Futters ebenso eiweilisparend wirken kénnen 
wie der Leim. Ob iiberhaupt Bakterien bzw. einzellige Orga- 
nismen imstande sind, Eiweifs zu erzeugen, dem nichts an zykli- 
schen und heterozyklischen Gruppen fehlt, bedarf noch weiterer 
Untersuchungen; midglicherweise ist diese Fihigkeit auf die 
eigentlichen Pflanzen beschrinkt, zu denen man die Bakterien 
und einzellige Hefe nicht rechnen kann. Vom chemischen 
Standpunkt aus ist die Kinteilung der lebenden Natur in 
,Pflanzenreich* und ,Tierreich* eben unzureichend: es schiebt 
sich dazwischen noch ein drittes Reich von Lebewesen ein, die 
wohl die Fahigkeit haben, anorganischen Stickstoff zam Auf- 
bau von Leibessubstanz zu verwenden, nicht aber -— augen- 
scheinlich wegen des Fehlens von Chlorophyll — anorganischen 
Kohlenstoff in organischen umzuwandeln und sich dadurch so- 
wohl von Pflanzen wie von Tieren scharf unterscheiden. 


1) Malys Jahresbericht Bd. 14 S. 499. 
*) Vel. z. B. Viltz, Zentralblatt ftir Bioch. u. Biophysik Bd, 21, 
S. 437. 
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Nachschrift'). Leider ist erst nachtriglich ein Vor- 
trag von Voeltz in der Berliner physiologischen Gesellschaft 
(Referat in der Berliner klin. Wochenschr. 1919 Nr. 29) zu 
meiner Kenntnis gelangt, der fiir die aufgeworfene Frage von 
gréfiter Bedeutung ist. Voeltz hat 17 bis 25 Tage um- 
fassende Versuche an wachsenden Schafen angestellt, die aus- 
schliefilich mit Natronlauge aufgeschlossenes Stroh (das keinen 
verdaulichen Stickstoff mehr enthilt), Zucker, Stirke und 
Harnstoff erhielten. Dabei trat Wachstum und erheblicher An- 
satz von Eiweifi ein, taglich 10 bis 20 g. In diesen Versuchen 
liegt eine ganze Reihe von biochemischen Problemen. Wo ist 
der Schwefel zum Aufbau des Kiweibes hergekommen? (vic!- 
leicht aus trotz des Aufschliefsens mit Natronlauge noch vor- 
handenem Calciumsulfat?), wo die Tryptophangruppe, die doch 
nach Abderhalden’”) und anderen zur Ernahrung notwendig 
ist? Haben die Bakterien doch ein tryptophanhaltiges Eiweifi 
gebildet? oder ist vielleicht die Zusammensetzung des Eiweilies 
so ernihrter Tiere eine andere? 


1) Der Redaktion zugegangen am 29. Dezember 1919. 
2) Abderhalden, Diese Zeitschr. Bd. 96 S. 16 u. 18 (1915/16). 
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Die Mikrobestimmung des Traubenzuckers nach dem 
Verfahren von J. Bang. 
Von 
Berthold Oppler. 


(Mit 1 Kurvenzeichnung. | 


(Aus der medizinischen Poliklinik der Universitit Miinchen. 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Januar 1920.) 


Trotz der auch von Bang eingeriumten Tatsache, dat 


seine Mikromethode der quantitativen Blutzuckerbestimmung 
wie alle Reduktionsmethoden nur annihernd richtige Werte 
ergibt, muf} das Verfahren, wenn es sich in der Tat als zu- 
verlassig erweist, wegen der nunmehr erreichten Einfachheit 
seiner Ausfiihrung’) und wegen der geringen Blutmengen, die 
es erfordert, als ein wirklicher Fortschritt anerkannt werden. 
Kine Nachpriifung des Verfahrens an reinen Glukoselésungen 


ergab folgende, aus der Tabelle ersichtliche Tatsachen. 


I. Tabelle. 
Glukose ccm Thiosulfat 
mg titer num. log. f= 1 
berechnet 75696 = 0. Jodat 
0,92 9 
0,545 0,920 1,517 278 
1,26 
2 
0,491 1.95 i 1,255 1,326 271 
0,436 1,56 565 1,149 264 
1,82 
0,382 1.32 } 1,820 1,003 263 
2,14 
0,327 2.18 } 2,135 0,823 252 


Biochem. Zeitschr. 92, 5, 6, 344. 
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Glukose ccm Thiosulfat 


mg titer num. log. 1: 
herechnet 75696 = “hoo n. Jodat 
0,278 2.370 0,689 252 
0,246 2,480 0,626 255 
0,218 2.610 0,552 253 
0,191 2.745 0,474 246 
0,164 cote 2,910 0,380 239 
0,137 a | 5,040 0,306 223 
0,128 105 0,269 219 
0,110 \ 3,180 (,226 211 
0,096 \ 3,260 0,180 188 
0,082 3.395 0,143 174 
0,068 3,340 0,099 145 
0,055 3,450 0,072 132 
0,041 | 3.490 0,049 120 
0,034 } 3,490 0,049 145 
0,027 3,535 0,023 119 


Nach Bang und Hatlehoel') ist zur Berechnung des 
Glukosewertes die verbrauchte '/,,, n. Jodsiiure mit dem Faktor 


f= 


a zu multiplizieren, da bei richtiger Alkaleszenz eine 


') Biochem. Zeitschr. 87, 3, 4, S. 267. 
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,ganz regelmafiige Reduktion* eintritt. Eine empirische Ta- 
belle halten die Autoren daher fiir iiberfliissig. Da iiber den 
Reduktionsverlauf und die Berechnung der Analysenwerte bei 
Verwendung einer sauren Jodatlésung Angaben fehlen, so mufi 
geschlossen werden, daf die friiheren Angaben auch fiir diesen 
Fall ihre Geltung behalten. 


| | 
| | 
| | 
| 
| 
| | } | 
| 
| | 
| | | 
250 


100-110 120 730 740 160 770 180 10 We Aw 20 459 260 270 220 290 

Berechnet man bei Bestimmung wechselnder Glukose- 
mengen die fiir die Gewichtseinheit Glukose erforderliche 
Jodatmenge in ccm, so erhiilt man —- Spalte 4 — den Faktor f 
und erkennt, daf} dieser nur bei Verwendung von ca. 0,5 mg 
(lukose mit dem von Bang gefundenen Werte geniigend iiber- 
einstimmt. Die graphische Darstellung von Tabellenspalte 3 
als Ordinate und 4 als Abszisse in Form einer Kurve 1lifit 
noch deutlcher als die Tabelle selbst erkennen, dab der Jod- 
verbrauch der angewandten Zuckermenge nicht streng pro- 
portional ist. Der Reduktionsverlauf weist zahlreiche Unregel- 
méffigkeiten auf. In einer weiteren Versuchsserie, bei der 
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ebensowenig wie vorher Stérungen des Reduktionsverlauts 
beobachtet werden konnten, fand sich bei 0,515 mg berech- 
neten Glukosegehalts als Wert fiir f '/,,,. In wiederum an- 
deren Versuchen bewegten sich die Werte fiir f zwischen de 
angefiihrten Extremen. In der erwihnten Serie mit f= '/,_. 
zeigte sich ferner, daf mit sinkender Glukosemenge der Jodat - 
verbrauch sich so schnell verminderte, daf} nunmehr fiir 0,10 
und 0,052 mg Glukose die Differenz nur noch 2 Tropfen dey 
Thiosulfatlésung entsprach. Das ist ein Wert, welcher bereit- 
die Grenze des Titrationsfehlers erreicht. Es erinnert das an 
eine von Bang bei Verwendung einer alkalischen Jodatlisun: 
gemachte Beobachtung!), die ihn bestimmte, diese Modifikatio. 
seiner Methode zu verlassen. Eine sichere Erklarung de: 
Erscheinung vermochte Bang nicht zu geben. Es liegt daher 
die Vermutung nahe, daf} in diesen Versuchen Bangs das 
gleiche stérende Moment wie in meinen Versuchen sich geltend 
macht. 

Die befriedigende Ubereinstimmung in der Mehrzahl meiner 
Analysenpaare léfit Mefifehler mit ziemlicher Sicherheit au-- 
schlieBen. Dagegen konnte in zahlreichen Versuchen fest- 
gestellt werden, dafi die von Bang festgesetzte Reduktions- 
dauer von 4 Minuten zur Erzielung gleichmifiger Ergebnisse 
unter den von mir gewahlten Versuchsbedingungen noch nichit 
geniigte, sondern auf 4!/, Minuten verlingert werden multe. 
Daraus ergab sich ein Hinweis auf die Richtung, in welche: 
der Fehler zu suchen war. Fiir die beobachteten Stérungen 
sind bei unveranderter Alkaleszenz Schwankungen der Reduk- 
tionstemperatur in der Hauptsache verantwortlich zu machen. 
Diese kénnen auf verschiedene Weise zustande kommen. Difte- 
renzen in der Temperatur des Arbeitsraumes an verschiedeneu 
Tagen, Schwankungen der Intensitiit des zugefiihrten Dampt- 
stromes als Folge wechselnden Gasdrucks geniigen bereits, 
um den Faktor f erheblich zu verindern. Man kénnte auf 
Grund der gegenteiligen Angaben von Bang gegen meine 
Versuche einwenden, daf bei einer konstanten Reduktions- 


1) Biochem. Zeitschr. 92, 5, 6, S. 344. 
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temperatur der Faktor f eine konstante Grife, seine Anderung 
demnach nur eine scheinbare und in Wahrheit der Ausdruck 
eines nahezu konstant sinkenden Gasdrucks sei. Das ist aber 
unrichtig. Denn, wenn man von siimtlichen Analysenpaaren 
zuerst die eine Hilfte verarbeitet und dann, wiederum mit 
dem héchsten Werte beginnend, die Kontrollbestimmungen 
folgen lafit, so erhilt man das gleiche Ergebnis. Bang und 
Hatlehoel') haben selbst ja auch schon bemerkt, daf sich 
bei starken Schwankungen der Dampfzufuhr geringe Diffe- 
renzen zwischen berechneten und gefundenen Zuckerwerten 
ergeben. 

Trotz Einfiihrung des indirekten Kochens mit Wasser- 
dampf ist es demnach bisher nicht véllig gelungen, eine gleich- 
maifige Reduktion zu erzielen. 

Welchen Wert man fiir f und damit fiir Glukose findet, 
bleibt unter diesen Umstianden mehr oder weniger Sache des 
Zufalls. Als praktische Schlufifolgerung ergibt sich aus 
den mitgeteilten Versuchen: 

Fiir die Bestimmung des Glukose- (= Blutzucker-)Wertes 
ist eine empirische Tabelle erforderlich. Die Aufstellung einer 
allgemein giiltigen Reduktionstabelle ist an eine feste Reduk- 
tionstemperatur und Einwirkungsdauer derselben gebunden. 
Diesen Bedingungen wird die indirekte Kochmethode mit 
Wasserdampf bisher in befriedigender Weise nicht vollig ge- 
recht. Die Methode verlangt, wenn sie zu brauchbaren Ergeb- 
nissen fiihren soll, auf jeden Fall Ubung und Erfahrung. Die 
mitgeteilten Versuche zeigen aufs neue, wie schwierig es ist, 
alukosemengen von weniger als 1 mg quantitativ zu bestimmen. 
Wo man die untere Grenze ziehen soll, mufi von Fall zu Fall 
entschieden werden. Fiir Werte bis zu 1 mg abwiirts ist in 
der Methode von Bertrand ein gut ausgearbeitetes Verfahren 
gegeben, welches als zuverlissig nun wohl allgemein aner- 
kannt wird und vor der jodometrischen Bestimmung jedenfalls 
den Vorteil eines scharfen, auch bei kiinstlicher Beleuchtung 
noch deutlich erkennbaren Farbenumschlags voraus hat. In 
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ebensowenig wie vorher Stérungen des Reduktionsverlauts 
beobachtet werden konnten, fand sich bei 0,515 mg berech- 
neten Glukosegehalts als Wert fiir f '/,,,. In wiederum an- 
deren Versuchen bewegten sich die Werte fiir f zwischen den 
angefiihrten Extremen. In der erwiihnten Serie mit f = i 
zeigte sich ferner, daf} mit sinkender Glukosemenge der Jodat - 
verbrauch sich so schnell verminderte, daf} nunmehr fiir 0,10; 
und 0,052 mg Glukose die Differenz nur noch 2 Tropfen dey 
Thiosulfatlésung entsprach. Das ist ein Wert, welcher bereit- 
die Grenze des Titrationsfehlers erreicht. Es erinnert das ai 
eine von Bang bei Verwendung einer alkalischen Jodatlisun- 
gemachte Beobachtung!), die ihn bestimmte, diese Modifikatio.: 
semer Methode zu verlassen. Eine sichere Erklirung de: 
Erscheinung vermochte Bang nicht zu geben. Es liegt dahey 
die Vermutung nahe, daf} in diesen Versuchen Bangs da- 
zleiche stérende Moment wie in meinen Versuchen sich geltend 
macht. 

Die befriedigende Ubereinstimmung in der Mehrzahl meiner 
Analysenpaare lait Mefifehler mit ziemlicher Sicherheit au-- 
schlieien. Dagegen konnte in zahlreichen Versuchen fest- 
gestellt werden, daf} die von Bang festgesetzte Reduktion-- 
dauer von 4 Minuten zur Erzielung gleichmifiger Ergebniss: 
unter den von mir gewihlten Versuchsbedingungen noch nicht 
veniigte, sondern auf 4'/, Minuten verlangert werden mubte. 
Daraus ergab sich ein Hinweis auf die Richtung, in welche: 
der Fehler zu suchen war. Fiir die beobachteten Stérungen 
sind bei unveriinderter Alkaleszenz Schwankungen der Reduk- 
tionstemperatur in der Hauptsache verantwortlich zu machen. 
Diese kénnen auf verschiedene Weise zustande kommen. Diffc- 
renzen in der Temperatur des Arbeitsraumes an verschiedenet 
Tagen, Schwankungen der Intensitiit des zugefiihrten Dampt- 
stromes als Folge wechselnden Gasdrucks geniigen bereits, 
um den Faktor f erheblich zu veriindern. Man kénnte aut 
Grund der gegenteiligen Angaben von Bang gegen meine 
Versuche einwenden, dafi bei einer konstanten Reduktion-- 


1) Biochem. Zeitschr. 92, 5, 6, S. 344. 
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temperatur der Faktor f eine konstante Gréfie, seine Anderung 
demnach nur eine scheinbare und in Wahrheit der Ausdruck 
eines nahezu konstant sinkenden Gasdrucks sei. Das ist aber 
unrichtig. Denn, wenn man von siimtlichen Analysenpaaren 
zuerst die eine Hilfte verarbeitet und dann, wiederum mit 
dem héchsten Werte beginnend, die Kontrollbestimmungen 
folgen aft, so erhailt man das gleiche Ergebnis. Bang und 
Hatlehoel') haben selbst ja auch schon bemerkt, dafi sich 
bei starken Schwankungen der Dampfzufuhr geringe Diffe- 
renzen zwischen berechneten und gefundenen Zuckerwerten 
ergeben. 

Trotz Einfiihrung des indirekten Kochens mit Wasser- 
dampf ist es demnach bisher nicht véllig gelungen, eine gleich- 
miBige Reduktion zu erzielen. 

Welchen Wert man fiir f und damit fiir Glukose findet, 
bleibt unter diesen Umstinden mehr oder weniger Sache des 
Zufalls. Als praktische Schlufifolgerung ergibt sich aus 
den mitgeteilten Versuchen: 

Fiir die Bestimmung des Glukose- (= Blutzucker-)Wertes 
ist eine empirische Tabelle erforderlich. Die Aufstellung einer 
allgemein giiltigen Reduktionstabelle ist an eine feste Reduk- 
tionstemperatur und Kinwirkungsdauer derselben gebunden. 
Diesen Bedingungen wird die indirekte Kochmethode mit 
Wasserdampf bisher in befriedigender Weise nicht véllig ge- 
recht. Die Methode verlangt, wenn sie zu brauchbaren Ergeb- 
nissen fiihren soll, auf jeden Fall Ubung und Erfahrung. Die 
mitgeteilten Versuche zeigen aufs neue, wie schwierig es ist, 
(ilukosemengen von weniger als 1 mg quantitativ zu bestimmen. 
Wo man die untere Grenze ziehen soll, mufi von Fall zu Fall 
entschieden werden. Fiir Werte bis zu 1 mg abwirts ist in 
der Methode von Bertrand ein gut ausgearbeitetes Verfahren 
gegeben, welches als zuverlissig nun wohl allgemein aner- 
kannt wird und vor der jodometrischen Bestimmung jedenfalls 
den Vorteil eines scharfen, auch bei kiinstlicher Beleuchtung 
noch deutlich erkennbaren Farbenumschlags voraus hat. In 
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Verbindung mit der friiher von mir beschriebenen_ ,fraktio- 
nierten Reduktion‘*) gelingt es, was auch von anderer Seite 
bestitigt wird’), vermittels der Bertrandschen Methode dic 
verschiedenen, reduzierenden Substanzen innerhalb gewisser 
Grenzen noch weiter zu differenzieren. 

So wiinschenswert es auch wire, ein Verfahren zu be- 
sitzen, welches die quantitative Bestimmung kleinster Werte 
in zuverlassiger Weise erméglicht, so ist doch wohl auf G@ rund 
obiger Versuche die zweifelnde Frage berechtigt, ob das vou 
Bang erstrebte Ziel, die Bestimmung in wenigen Blutstr opfen 
auszufiihren, wirklich erreichbar ist. Richter-Quitt ner’ 
gelangt zu dem gleichen Ergebnis und fiihrt die Bestimm ung 
daher in 3 ccm Plasma (Blut) aus. Seiner Empfehlung des Ferrum 
oxydat. dialysat. als Enteiweifjungsmittel kann ich mich jedoch 
auf Grund friiher*) mitgeteilter Versuche nicht unbedingt an- 
schliefien. Aus alledem ergibt sich, dafi die Bangsche Me- 
thode unter Beriicksichtigung der mitgeteilten Erfahrun gen 
jedenfalls einer Umarbeitung bedarf. Da bei der gegenwirtig 
in Deutschland herrschenden Kohlennot mit einer Besserung 
der Gas- und Elektrizitiatsversorgung in absehbarer Zeit nicht 
zu rechnen ist, so bin ich nicht in der Lage, diese Versuche 
mit Aussicht auf Erfolg weiter zu fiihren. 


II. Experimentelles. 


Zur Vermeidung von Mefifehlern wurde fiir je eine Lésung 
stets dasselbe, sorgfaltig entfettete Mefgeriit beniitzt.. Die Ab- 
messung der verschiedenen Glukosetestlésungen jedoch wurde 
stets mit ein und derselben Pipette vorgenommen. Die */,,. 
normal Thiosulfatlésung wurde aus einer Mikrobiirette’) von 
4 ccm Inhalt mit Schellbachstreifen abgemessen, welche aus 
einem seitlich angebrachten Behialter und beiderseits ange- 


1) Diese Zeitschr. Bd, 75, S. 80. 

2) Diese Zeitschr. Bd. 86, S. 484. Hirschberg — 100, S. 21>- 
Schumm. 

5) Biochem, Zeitschr. Bd. 96, S. 92. 

*) Diese Zeitschr. Bd. 64, S. 399, 

*) Lautenschlager-Miinchen., 
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schmolzenem, mit Glashahn versehenen Zuflufrohr gespeist 
wird. Natronkalkrohre und Bekleben mit schwarzem Papier 
<chiitzen die Lésung gegen die Einwirkung von CO, und Licht. 
Die Entnahme kleinster Tropfen, entsprechend 0,01—0,02 cem, 
aus der Mikroburette unter Wahrung der Méglichkeit, sie 
ordnungsgemif zu reinigen, gelingt am leichtesten, wenn man 
an das etwas verjiingte, mit Glashahn versehene Burettenende 


eine lange Capillare Glas auf Glas mit Schlauchstiick an- 
schliefit. 


bo 


| 


Verwandte Lésungen. 


Die Salzlésung: 400 g KCl in ca. 1600 cem H,O + 1,5 cem 
25°/,ige HCl (Acid. hydrochl. dil. Ph. G.) und 3,0 g 
Uranylacetat in 200 cem H,O wurden getrennt gelést 
und nach erfolgter Lésung gemischt. Es wurden 800 mg 


CuSO, - 5 H,O hinzugefiigt und auf 2000 ccm mit H,O 
erginzt. 


. Die Alkalilésung enthalt 75 g K,CO, und 20 g Seignetie- 


salz im Liter. Beide Lisungen wurden filtriert. 

Die Jodatlisung: An Stelle des analysenrein nicht 
kiuflichen KIO, wurden 3,2496 g Kal. bijodicum puriss. 
pro analysi (Kaliumbijodat Merck) mit 4/,, normal 
H,SO, auf 11 gebracht. 100 cem dieser Lisung wurden 
mit Acid. sulfuric. dil. (Ph. G.) zu 11 ?/,,, normal 


Jodatlisung verdiinnt. Aufbewahrung brauner 
Flasche. 


. Die '/,,, normal Nathiosulfatlésung wurde in brauner 


Flasche mit Natronkalkrohr aufbewahrt. 


. 10° ,ige JK-Lésung. 
. 1 g lésliche Starke in 100 cem 1°/,iger KCl-Lésung. 


Vom Niederschlag wurde nach einigen Tagen abfiltriert. 


. Die Zuckertestlésungen wurde aus einer genau gewogenen 


ca. 2°’,igen, auf ihren Gehalt polarimetrisch kontrollier- 
ten Stammlésung bereitet. Die Verdiinnungen wurden mit 
an Toluol gesittigtem, dann filtrierten H,O, spiter mit 
Borwasser hergestellt. Die Anderung der Alkaleszenz 
durch den Gehalt an Borsiure spielt praktisch keine Rolle. 
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